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I. Evolution génomique de l’espèce Streptococcus thermophilus 
 
 

Streptococcus thermophilus est une espèce bactérienne d’une grande importance 
économique, puisqu’elle est largement employée dans la fabrication des produits laitiers, et plus 
précisément dans la production des yaourts et de divers fromages. Le rôle de S. thermophilus dans la 
fermentation du lait consiste en la conversion rapide du lactose en acide lactique, entraînant une 
diminution rapide du pH. La conséquence de cette acidification est la précipitation des caséines, 
protéines du lait entraînant la coagulation de celui-ci. Pour la confection de fromages et de laits 
fermentés, S. thermophilus est utilisée seule ou en association avec plusieurs lactobacilles, « starters » 
mésophiles ou encore bifidobactéries, mais pour les yaourts, elle est toujours employée en co-culture 
avec Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Lb. bulgaricus) (Rasic et Kurmann, 1978 ; Tamime 
et Deeth, 1980). 
 
 

1. Le genre Streptococcus 
 

Le genre Streptococcus appartient au phylum des Firmicutes et regroupe des bactéries à 
coloration Gram positive, dépourvues d’activité catalase, homofermentaires et à bas pourcentage en 
bases G+C (Farrow et Collins, 1984). L’espèce Streptococcus thermophilus est phylogénétiquement 
apparentée aux espèces streptocoques de la division Viridans selon la classification établie par 
Sherman en 1937. La classe « streptocoques viridans » est subdivisée en 5 groupes, (i) le groupe 
mutans ; (ii) le groupe anginosus ; (iii) le groupe sanguinis ; (iv) le groupe mitis et (v) le groupe 
salivarius (Facklam, 2002). Toutes les espèces de la classe « streptocoques viridans », à l’exception 
d’une, S. thermophilus, sont commensales et rencontrées dans les cavités buccales, gastro-intestinales, 
et dans les tractus génitaux des mammifères (Facklam, 2002). Le dernier groupe salivarius, comprend 
trois espèces, Streptococcus salivarius, Streptococcus vestibularis et S. thermophilus. S. salivarius et 
S. vestibularis ont été identifiées dans des cas sporadiques d’endocardites et de méningites (Partridge, 
2000 ; Idigoras et al., 2001), tandis que S. thermophilus, n’a été impliquée jusqu’à ce jour, dans 
aucune maladie infectieuse. Cependant, ces trois espèces sont étroitement apparentées génétiquement 
(Figure 1). Ceci a été démontré par l’analyse comparative des ARN ribosomiques 16S et par l’étude 
du polymorphisme du gène sodA de ces espèces (Kawamura et al., 1995 ; Poyart et al., 1998). La très 
forte valeur du « Boostrap » (100%, Figure 1) reliant le groupe salivarius au reste de l’arbre et 
l’enracinement de l’arbre des streptocoques proposé par Onyenwoke en 2004 suggère que ce groupe 
est monophylétique et que les espèces qui le composent sont étroitement apparentées (Onyenwoke et 
al., 2004).  
 

Ainsi, S. thermophilus est une espèce phylogénétiquement proche des streptocoques 
pathogènes. 
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Groupe salivariusGroupe salivarius

Figure 1 : Relations phylogénétiques existantes entre les espèces du genre Streptococcus établies par
l’analyse du polymorphisme du gène sodA (Poyart et al., 1998). 
Les distances ont été calculées à l’aide de la méthode du plus proche voisin (Neighbor-joining ou NJ) et 
représentées par des branches de longueur variable. La valeur indiquée sur la branche correspond à la valeur du 
« Bootstrap » indiquant la fiabilité des liens. La barre d’échelle représente 10% des différences dans les 
séquences nucléotidiques. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. Adaptation de S. thermophilus dans le milieu lait : impact sur le 
génome  

 
S. thermophilus est le seul streptocoque, connu à ce jour, à s’être adapté à un environnement 

particulier, le lait. La génomique comparative suggère que S. thermophilus a émergé récemment, et 
évolué par l’association de perte et/ou d’acquisition de fonctions via des événements de transfert 
horizontal (Bolotin et al., 2004). 
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Figure 2 : Représentation schématique de l’analyse comparative des génomes de Streptococcus (Lefébure et 
Stanhope, 2007). 
(A) Répartition des gènes pour les 3 génomes complètement séquencés de S. thermophilus LMD-9, CNRZ1066 et 
LMG18311. (B) Répartition des gènes pour les 3 génomes complètement séquencés de S. thermophilus, 
S. pneumoniae R6 et S. suis. (C) Répartition des gènes pour les 3 génomes complètement séquences de 
S. thermophilus LMG18311, S. pyogenes MGAS5005 et S. agalactiae 2603V/R. 
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2.1 S. thermophilus, une espèce bactérienne clonale 
 

A l’heure actuelle, la séquence génomique de trois souches de S. thermophilus isolées du 
yaourt : CNRZ1066, LMG18311 et LMD-9, est disponible dans les banques de données 
EMBL/GenBank (Bolotin et al., 2004 ; Makarova et al., 2006). Le génome de ces trois souches est 
circulaire d’une taille comprise entre 1,8 Mb et 1,86 Mb dont 76% à 83% est codant. Il est caractérisé 
par un faible pourcentage en base G+C de 39%.  

 
L’analyse comparative des génomes des trois souches de S. thermophilus a révélé une 

importante conservation des gènes. En effet, 1487 séquences codantes sont homologues entre ces trois 
souches, soit 85% de leurs génomes (Figure 2A) (Lefébure et Shanhope, 2007). Les principales 
différences entre ces souches concernent les gènes impliqués dans la biosynthèse des 
exopolysaccharides, la synthèse de bactériocines, les résistances aux phages et les traces de prophages 
(Bolotin et al., 2004 ; Horvath et al., 2008 ; Deveau et al., 2008). De plus, la divergence de séquences 
au sein de ces trois souches est très faible, avec un taux de polymorphisme de 0,19%. Ce faible 
polymorphisme suggère que S. thermophilus représente une population clonale qui a récemment 
émergé (Delorme et al., 2007). L’émergence de S. thermophilus est estimée à près de 7000 ans, 
lorsque l’activité humaine laitière a commencé (Bolotin et al., 2004 ; Fox, 1993). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Par ailleurs, la comparaison du génome de S. thermophilus LMG18311 avec ceux de quatre 
espèces pathogènes complètements séquencés du genre Streptococcus : Streptococcus pneumoniae, 
Streptococcus suis, Streptococcus pyogenes et Streptococcus agalactiae (Figures 2B et 2C) a confirmé 
le lien de parenté entre S. thermophilus et ces espèces pathogènes. En effet, les figures 2B et 2C 
indiquent que plus de 54% des gènes de S. thermophilus sont orthologues avec les gènes des autres 
streptocoques, partageant ainsi une partie substantielle de leur métabolisme et physiologie (Hols et al., 
2005). De plus, le faible polymorphisme intraspécifique de S. thermophilus (Figure 2A) renforce son 
statut, comme étant bien une espèce clonale qui a émergé récemment. 
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Tableau 1 : Répartition des pseudogènes dans les différentes fonctions cellulaires de 
S. thermophilus CNRZ1066 et LMG18311 (Bolotin et al., 2004). 

1CDS signifie les séquences codantes.  
2indique le nombre total de CDSs  
3 correspond au nombre de CDSs tronquées et retrouvées dans les génomes de S. thermophilus  

2.2 S. thermophilus a évolué par perte de fonctions 
 

L’analyse comparative des génomes séquencés a révélé que le génome de S. thermophilus a 
perdu de nombreux gènes au cours de l’évolution. La plupart des gènes perdus ont été inactivés par 
des mutations soit dans la séquence codante, soit dans les signaux de régulation et d’expression tels 
que les promoteurs, les RBS (pour Ribosome Binding Sites) et les sites de fixations des régulateurs. 
L’inactivation de gènes par des mutations telles que les mutations non-sens, les décalages du cadre de 
lecture, les recodages ou encore les délétions lors des réarrangements génomiques, a conduit à 
l’apparition de pseudogènes dans le génome de S. thermophilus (Bolotin et al., 2004). Le nombre de 
gènes inactivés a été estimé à 181 pseudogènes, représentant ~ 10% de la totalité des séquences 
codantes du génome de S. thermophilus (Bolotin et al., 2004). Ce taux de pseudogènes est 
relativement élevé, par rapport à celui des streptocoques pathogènes qui a été estimé seulement à 
4,2%, 0,7% et 1,6% respectivement, dans les génomes de S. pneumoniae, S. pyogenes et S. agalactiae 
(Bolotin et al., 2004).  
 

a. Perte des voies métaboliques au cours de l’évolution 
 

L’analyse génomique de S. thermophilus a révélé la présence de pseudogènes dans 
différentes voies métaboliques, notamment dans le métabolisme énergétique (Tableau 1). 
 
 
 
 
 CNRZ1066 LMG18311 
 CDS1 tronquées CDS1 tronquées 
 Total2 Nb3 % Total2 Nb3 % 

Catégories fonctionnelles       
Biosynthèse des acides aminés 75 4 5,3 74 4 5,4 
Biosynthèse des cofacteurs, groupes prosthétiques et 
transporteurs 

45 8 17,8 45 6 13,3 

Enveloppe cellulaire 93 18 19,4 93 16 17,2 
Processus cellulaires 82 7 8,5 86 7 8,1 
Métabolisme central intermédiaire 25 3 12 20 1 5 
Métabolisme énergétique 115 34 29,6 119 39 32,8 
Métabolisme des acides gras et phospholipides 33 2 6,1 34 2 5,9 
Purines, pyrimidines, nucléotides et nucléosides 72 12 16,7 70 12 17,1 
Fonctions de régulations 101 23 22,8 100 23 23 
Métabolisme ADN, Réplication 93 15 16,1 93 13 14 
Métabolisme ARN, Transcription 37 0 0 37 0 0 
Métabolisme des protéines, Traduction 146 5 3,4 144 5 3,5 
Protéines de liaisons et de transport 253 76 30 246 77 31,3 
Autres fonctions 147 90 61,2 138 82 59,4 
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Les différentes catégories fonctionnelles indiquées dans le tableau 1 ne comportent pas le 
même taux de pseudogènes. En effet, pas ou peu de pseudogènes sont retrouvés dans le métabolisme 
des ARN et des protéines. Ces voies métaboliques étant essentielles à la cellule bactérienne, 
n’acceptent peu ou pas de mutations. Par ailleurs, peu de pseudogènes sont retrouvés dans le 
métabolisme des acides aminés et des acides gras (tableau 1). Ces voies métaboliques très conservées, 
soulignent l’importance et surtout, la nécessité des acides aminés et des acides gras pour la croissance 
de S. thermophilus dans son environnement.  
En revanche, l’analyse du génome de S. thermophilus a révélé de nombreux pseudogènes dans les loci 
dédiés à l’absorption et à la dégradation des sucres (~ 30%, tableau 1 « métabolisme énergétique et 
protéines de liaison et de transport »), affectant principalement les gènes codant les transporteurs de 
type PTS, transporteurs actifs des sucres (il s’agit d’une phosphotransférase couplée à l’hydrolyse du 
phosphoénolpyruvate) (Bolotin et al., 2004). C’est le cas des gènes ptsG, fruA, bglP et treP qui codent 
respectivement les systèmes PTS du glucose, du fructose, de la β-glucoside et du tréhalose. Mais 
aussi, les gènes codant les transporteurs de type ABC sont ciblés, notamment le gène malE de l’opéron 
maltose (Hols et al., 2005). S. thermophilus est incapable également de métaboliser le galactose, du 
fait que le gène galK codant l’enzyme nécessaire pour initier sa dégradation, la galactokinase, est 
inactivé (Van den Bogaard et al., 2004). Ceci peut s’expliquer par le fait que ces différents sucres (le 
glucose, le fructose et le galactose) ne sont pas présents dans l’habitat laitier de S. thermophilus, et par 
conséquent, ces différentes voies métaboliques ne sont d’aucune utilité pour la croissance de 
S. thermophilus.  
 

Ainsi, l’adaptation de S. thermophilus dans son environnement laitier aurait contribué à la 
simplification des voies métaboliques des sucres qui a amené à se spécialiser uniquement dans la 
dégradation du lactose, source de carbone du lait (Bolotin et al., 2004). Cependant, cette spécialisation 
ne permet pas à S. thermophilus de coloniser de nouvelles niches écologiques, contrairement aux 
streptocoques pathogènes qui révèlent une haute flexibilité d’utilisation des sucres. 
 

b. Perte des gènes de virulence 
 

La disponibilité de la séquence génomique de S. thermophilus, a permis de rechercher 
systématiquement dans le génome, les déterminants génétiques potentiels de virulence tels que les 
toxines, les protéines d’adhérences, les facteurs permettant la dissémination et la colonisation des 
bactéries pathogènes (Bolotin et al., 2004 ; Tettelin et al., 2001).  
L’analyse comparative du génome de S. thermophilus CNRZ1066 avec ceux de deux streptocoques 
pathogènes, S. pyogenes M1 et S. pneumoniae TIGR4 (Tableau 2) a révélé que 25% des gènes liés à la 
virulence « VRGs (pour Virulence Related Genes) » étaient absents du génome de S. thermophilus, 
alors qu’ils sont présents à la fois dans les génomes de S. pyogenes et S. pneumoniae, et que 40% 
d’entre eux sont retrouvés dans des régions synthéniques entre ces deux génomes (Bolotin et al., 
2004). Par ailleurs, les gènes de virulence présents dans le génome de S. thermophilus sont soit sous 
une forme non fonctionnelle à cause de mutations qui les inactivent (il s’agit de pseudogènes), soit des 
orthologues qui codent des protéines impliquées dans des fonctions cellulaires basiques de 
S. thermophilus (Bolotin et al., 2004) comme par exemple, les gènes eps/cps impliqués dans la 
biosynthèse des exopolysaccharides.  
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Tableau 2 : Identification des « VGRs » putatifs dans le génome de S. thermophilus CNRZ1066 
par comparaison avec ceux des génomes de S. pyogenes M1 et S. pneumoniae  TIGR4 (Bolotin 
et al., 2004) 

1Inactivation des gènes par un ou plusieurs décalages du cadre de lecture, par la présence d’un codon stop ou par 
l’extrémité 3’ tronquée.  
2Démonstration expérimentale 
3Gènes identifiés lors de l’analyse génomique. 

 
 
 
 
 VRGs VRGs dans 

S. thermophilus 
VRGs inactivés1 dans 

S. thermophilus 
% de perte des VRGs dans 

S. thermophilus 

S. pyogenes      

•VGRs démontrés2 21 1 0 95,2 

•VGRs putatifs3 29 7 1 75,9 

Total 50 8 1 84,0 

     

S. pneumoniae      

•VGRs démontrés2     

Adhérence 9 4 0 55,6 

Défenses de l’hôte 23 5 1 78,3 

Métabolisme 
ll l i

35 20 2 42,9 

Transport/Protéases 29 19 3 34,5 

Autres 22 10 1 45,5 

Total 118 58 7 54,6 

 
 
 
 
 
Parmi les 50 « VRGs » retrouvés dans le génome de S. pyogenes M1 (Ferretti et al., 2001), 84% sont 
absents du génome de S. thermophilus CNRZ1066 (Tableau 2). Il s’agit des gènes de virulence codant 
les protéines d’adhérence telles que des protéines d’adhésion à la matrice extracellulaire, des protéines 
de liaison au collagène, à la fibronectine ou encore des adhésines Lral, et ceux codant les toxines 
comme par exemple, les toxines érythrogéniques C et B (Bolotin et al., 2004).  
Un important appauvrissement en gènes de virulence a également été confirmé par comparaison du 
génome de S. thermophilus avec celui de S. pneumoniae TIGR4 (~ 55%, tableau 2). Les gènes absents 
sont principalement les gènes qui codent les protéines de surface telles que des protéines de virulence 
PspA, PspC, des adhésines ou encore des protéases. Par ailleurs, parmi les 64 « VGRs » présents dans 
le génome de S. thermophilus, 12,5% de ces gènes sont des pseudogènes. Cependant, les « VGRs » 
actifs restant ne sont pas forcément des gènes de virulence chez S. thermophilus. En effet, si le 
métabolisme du lactose est un facteur de virulence avéré chez S. pneumoniae (catabolisme d’une 
source atypique du lactose lors d’une infection) (Tettelin et al., 2001), dans le cas de S. thermophilus, 
le lactose est la seule source de carbone dans le lait. De même que si S. pneumoniae dépourvu de 
capsule (eps/csp-) n’est plus virulent, l’absence des gènes eps chez S. thermophilus confère des 
propriétés différentes aux produits laitiers. 
De plus, S. thermophilus est dépourvu de gènes de résistances aux antibiotiques, autre facette 
importante du pouvoir pathogène (Bolotin et al., 2004) 
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Au cours de l’évolution, le génome de S. thermophilus a perdu de nombreux gènes de 
virulence. Si ces gènes peuvent être perdu sans pour autant affecter la survie de S. thermophilus, cela 
suggère que ces gènes sont non essentiels pour la survie de S. thermophilus en milieu lait.  
 

2.3 Acquisition de nouvelles fonctions par transfert horizontal 
 

Bien que l’évolution du génome de S. thermophilus se soit traduite par la perte d’un grand 
nombre de gènes, le transfert horizontal a contribué à l’élaboration du génome de ce streptocoque 
laitier par acquisition de nouveaux gènes.  
 

Le transfert horizontal joue un rôle majeur dans l’évolution des génomes bactériens. Il 
conduit notamment à un polymorphisme intraspécifique extrêmement important chez les bactéries 
(Lawrence et Roth, 1999 ; Welch et al., 2002). Le transfert horizontal constitue le principal 
mécanisme d’acquisition de nouveaux gènes. Par conséquent, il est impliqué dans l’acquisition d’un 
grand nombre de nouvelles fonctions, pouvant être le facteur clé d’adaptation des bactéries à de 
nouvelles niches écologiques. Ainsi, certains gènes présents dans le génome de S. thermophilus sont 
absents de ceux des streptocoques pathogènes. D’ailleurs, les ORFs apparentées à ces gènes sont 
fréquemment retrouvées dans le génome d’autres espèces ayant pour niche écologique, le lait. Il a été 
observé de récents événements de transfert horizontal entre S. thermophilus et des espèces 
relativement éloignées phylogénétiquement, mais de proximité écologique étroite (Guédon et al., 
1995 ; Delcour et al., 2000).  

 
Le nombre de gènes de S. thermophilus acquis par transfert horizontal est estimé à 226 

gènes dont 61% d’entre eux présentent un pourcentage en base G+C significativement différent de 
celui du génome traduisant une origine différente de celles des streptocoques. 
 

a. Les éléments génétiques contribuant à l’acquisition de nouveaux 
gènes dans le génome de S. thermophilus. 

 
L’étude du génome de S. thermophilus a révélé divers éléments mobiles jouant un rôle 

important dans l’acquisition de nouveaux gènes par les événements de transfert horizontal. 
Notamment, des séquences d’insertion (ISS1, IS981, IS911) qui sont homologues aux séquences 
appartenant aux lactocoques. Inversement, des séquences d’insertion (IS1191) de S. thermophilus sont 
retrouvées dans le génome de certaines souches de L. lactis (Guédon et al., 1995). Cependant, les 
séquences d’insertion ne sont pas les seuls éléments mobiles contribuant vraisemblablement à 
l’évolution des génomes de S. thermophilus, d’autres éléments mobiles ont été identifiés. Il s’agit des 
éléments intégratifs conjugatifs (ICESt1, ICESt3, pour Integrative Conjugative Elements) spécifiques 
de S. thermophilus. Ces deux ilôts génomiques sont capables de s’exciser et de s’intégrer par 
recombinaison site-spécifique dans l’extrémité 3’ du gène fda codant la fructose-1,6-diphosphate 
aldolase, enzyme intervenant dans la glycolyse (Burrus et al., 2000, Pavlovic et al., 2004). De même, 
des CIMEs (pour cis mobilizable elements), d’autres ilôts génomiques dérivant des éléments 
intégratifs conjugatifs, pourraient permettre l’acquisition de nouveaux éléments génétiques par 
formation d’un tandem avec les ICEs (Pavlovic et al., 2004). Depuis peu, il a été démontré que ces 
deux éléments intégratifs conjugatifs ICESt1 et ICESt3 se transféraient par conjugaison vers d’autres 
souches de S. thermophilus, mais également vers d’autres bactéries lactiques, notamment les bactéries 
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IS1191 IS1191
IS1191-tr

Biosynthèse Méthionine Transporteur putatifProtéines de choc 
au froid

Métal P-type ATPase

IS1191 IS1191
IS1191-tr

Biosynthèse Méthionine Transporteur putatifProtéines de choc 
au froid

Métal P-type ATPase

Figure 3 : Structure mosaïque de la région de 17 Kb acquis par transfert horizontal dans le génome de 
S. thermophilus (Bolotin et al., 2004). 
Les gènes cspA et cspB codent des protéines de choc au froid ; le gène copB code un transporteur de cuivre et de 
potassium couplé à une ATPase ; les gènes cys et met sont impliqués dans la biosynthèse de la cystéine et 
méthionine, respectivement. Les gènes hsdR, hsdM, dacA et pepD codent respectivement, une endonucléase de 
restriction, une méthylase, une carboxypeptidase et une endopeptidase. Les gènes inactivés par troncature ou par 
frameshifts sont indiqués par « tr ».  

pouvant être utilisées en co-culture avec S. thermophilus telles que L. lactis, mais aussi, vers des 
bactéries pathogènes opportunistes telles que S. pyogenes et Enteroccus faecalis (Bellanger X., 
Communication orale CBL2007, Rennes) suggérant que ces ilôts génomiques pourraient jouer un rôle 
majeur dans les échanges de gènes entre S. thermophilus et les autres espèces bactériennes présentes 
en milieu laitier. 
 

b. Acquisition de nouveaux gènes par transfert horizontal 
 

Des gènes acquis par transfert horizontal ont été identifiés dans le génome de 
S. thermophilus. Les gènes codent notamment des protéines impliquées dans la synthèse des 
exopolysaccharides (Bourgoin et al., 1999 ; Rallu et al., 2002 ; Broadbent et al., 2003), dans le 
catabolisme des protéines et des sucres du lait (Vaughan et al., 2001 ; Fernandez-Espla et al., 2000 ; 
Garault et al., 2000), dans la synthèse de bactériocines : les loci blp et lab (Mathot et al., 2003 ; Siezen 
et al., 1996), dans la tolérance à l’oxygène (Hols et al., 2005), dans les systèmes de restriction-
modification ou encore des systèmes de résistance abortive (Pavlovic et al., 2004), deux mécanismes 
de résistance aux phages (Burrus et al., 2001 ; Solow et Somkuti, 2000). Il peut s’agir également des 
gènes codant des régulateurs transcriptionnels comme par exemple les gènes rgg (N. Leblond-Bourget, 
communication personnelle). 
 

Un exemple d’acquisition de gènes par transfert horizontal, est l’ilôt génomique de 17 Kb 
localisé au sein du gène pepD. Cet ilôt est caractérisé par sa structure mosaïque qui possède trois 
séquences d’insertion de type IS1191 à proximité desquelles se trouvent des fragments d’ADN ayant 
plus de 90% d’identité avec l’ADN génomique de trois autres bactéries laitières : Lb. bulgaricus, 
L. lactis subsp. lactis et L. lactis subsp. cremoris (Figure 3) (Bolotin et al., 2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grâce à cet ilôt génomique, S. thermophilus a acquis notamment les gènes de la biosynthèse de la 
méthionine de Lb. bulgaricus. La méthionine est un acide aminé rare et nécessaire à la croissance de 
S. thermophilus dans le lait (Tamine et Deeth, 1980). 
 

La majorité des gènes acquis par transfert horizontal proviennent d’autres espèces laitières. 
S. thermophilus les aurait probablement acquis au cours des co-cultures lors de la fabrication des 



Introduction 

 - 13 -

produits laitiers (Bolotin et al., 2004 ; Hols et al., 2005; Guédon et al., 1995). Ainsi, il semblerait que 
les espèces bactériennes proches phylogéniquement et appartenant à la même niche écologique 
puissent s’échanger fréquemment des informations génétiques par transfert horizontal. D’ailleurs, 
l’acquisition de ces gènes a une importance pour leur capacité d’adaptation dans cet environnement 
particulier, le lait (Hols et al., 2005 ; Makarova et al., 2006). 
 

Par ailleurs, une quatrième souche de S. thermophilus a été depuis peu séquencée, il s’agit 
de la souche JIM8232 isolée du lait fermenté. La particularité de cette souche, est sa pigmentation 
jaune. La séquence génomique de la souche JIM8232 a révélé une région spécifique de 170 Kb 
d’ADN, porteur de VRGs. Il s’agit d’un élément mobile acquis récemment par transfert horizontal, 
présentant des homologies avec les VRGs de Streptococcus suis et ceux de S. agalactiae dont le gène 
conférant la pigmentation jaune. Ainsi, des échanges entre espèces phylogénétiquement proches mais 
de proximité écologique éloigné sont également observés. Néanmoins, ce phénomène est plutôt rare, 
puisque ces bactéries ne partagent pas la même niche écologique (P. Renault, Communication orale 
CBL2007, Rennes ; C. Delorme, Communication orale Journée d'animation scientifique MICALIS, 
Paris). 
 

3. Conclusion 
 

La comparaison des génomes des streptocoques a montré la perte de gènes ancestraux chez 
S. thermophilus. Ces gènes contribuant parfois fortement à la valeur adaptative chez les streptocoques 
pathogènes (« VRGs ») semblent avoir pas ou peu d’impact sur la valeur adaptative dans 
l’environnement laitier, et ont pu ainsi être perdu sans contre sélection chez S. thermophilus.  
Par ailleurs, cette comparaison de génomes a également montré l’émergence de nouveaux gènes 
acquis par transfert horizontal dont certains ont dans le milieu lait, un fort impact sur la valeur 
adaptative de S. thermophilus.  

Ainsi, ces deux mécanismes ont tous deux contribué à l’évolution du génome de 
S. thermophilus et par conséquent à son adaptation à une niche écologique particulière, le lait.  
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II. La duplication/divergence et le réassortiment de modules, deux 
mécanismes majeurs de la création de gènes. 

 
 

Toutefois, bien que le transfert horizontal soit un mécanisme majeur de l’acquisition de 
nouveaux gènes dans le génome de S. thermophilus, on ne peut pas exclure l’apparition de nouveaux 
gènes par d’autres mécanismes. En effet, le transfert horizontal n’est pas le seul processus contribuant 
à l’acquisition de gènes dans les génomes bactériens. Deux autres mécanismes fondamentaux, la 
duplication de gènes suivie de leur divergence et le réassortiment de modules amènent à la création de 
nouveaux gènes au sein des génomes bactériens. Si le transfert horizontal n’est pas à l’origine de la 
création de gènes, ce processus permet néanmoins leur dissémination au travers d’échanges intra- et 
interspécifiques. 
 

1. Création de nouveaux gènes par duplication et divergence 
 

La duplication de gènes est l’un des principaux mécanismes d’évolution qui a conduit à la 
formation de nouveaux gènes dans les génomes bactériens (Ohno, 1970 ; Koonin, 2005). La 
duplication de gènes est un moyen particulièrement efficace, puisque l’un des gènes dupliqués peut 
évoluer vers une nouvelle fonction, tandis que son homologue continue à diriger sa fonction d’origine 
(Koonin, 2005).  
 

1.1 Duplication de gènes  
 

L’analyse comparative des génomes séquencés a révélé une proportion importante de gènes 
dupliqués dans les génomes bactériens. En effet, dans le cas de S. pneumoniae par exemple, il a été 
estimé que 14% des gènes résultaient d’un événement de duplication (Tettelin et al., 2001). Un 
nombre équivalent de gènes dupliqués a également été retrouvé dans le génome de L. lactis (16%) et le 
génome de Helicobacter pylori (17%) (Bolotin et al., 2001 ; Tomb et al., 1997). Un cas extrême est le 
génome de Mycoplasma pneumoniae qui présenterait 44% de gènes dupliqués (Himmelreich et al., 
1996). Ainsi, le nombre de gènes dupliqués est variable d’une espèce à l’autre. 
 

Ce type de remaniements engendre une copie surnuméraire d’un gène dans le génome 
bactérien. Parfois, les deux copies d’un gène peuvent être conservées dans les génomes. C’est le cas 
par exemple des gènes tufA et tufB d’Escherichia coli qui codent des facteurs traductionnels EF-Tu 
(Filer et Furano., 1981). Filer et Furano, ont constaté que la duplication des gènes tuf était très 
répandue au sein des génomes des bactéries à coloration Gram négative, contrairement, aux bactéries à 
coloration Gram positive (à bas %G+C et à haut %G+C ) qui ne possède qu’un seul gène tuf (Filer et 
Furano, 1981 ; Sela et al., 1989). Depuis près de 10 millions d’années, les gènes tufA et tufB d’E. coli 
ont très peu divergé, puisqu’ils présentent 99,9% d’identité en séquence nucléotidique (Filer et Furano, 
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Figure 4 : Mécanismes d’évolution des gènes dupliqués (Force et al., 1999). 
Il s’agit du modèle « duplication-complémentation-dégénérescence » dans lequel les gènes dupliqués vont 
subir 3 modes des fonctionnalisations : la non-fonctionnalisation ; la sous-fonctionnalisation et la néo-
fonctionnalisation. Dans ce modèle, le gène dupliqué est constitué de 2 modules (A et B) conférant à la 
protéine son activité. Après divergence, les modules peuvent soit évoluer par perte de fonction ou par 
acquisition d’une nouvelle fonction (module C). 
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1981 ; Yakota et al., 1980). Les auteurs suggèrent que ces deux gènes confèrent des fonctions 
essentielles chez E. coli (Filer et Furano, 1981 ; Sela et al., 1989).  
Toutefois, si une copie d’un gène dupliqué est suffisante pour la survie de l’organisme, alors il est fort 
probable que la seconde copie va rapidement diverger. La conservation de gènes dupliqués codant la 
même fonction est un phénomène très rare chez les procaryotes (Riley et Anilionis, 1978). En effet, 
pour la majorité des gènes dupliqués, l’une des deux copies peut accumuler des mutations, tandis que 
l’autre copie assure toujours la fonction essentielle. Par conséquent, l’événement mutationnel d’une 
des deux copies ne sera pas contre sélectionné. Cependant, les gènes en question peuvent se mettre à 
diverger fonctionnellement, ce qui peut présenter un avantage adaptatif potentiel pour la bactérie 
(Ohno, 1970).  
 

1.2 Devenir des gènes dupliqués 
 

La théorie d’évolution des gènes dupliqués établie par Force et al. en 1999, prévoit 
plusieurs devenirs possibles pour ces gènes (Figure 4) : 

(i) la sous-fonctionnalisation ; 
(ii) la non-fonctionnalisation ou la pseudogénisation ; 
(iii) la néo-fonctionnalisation. 
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Le processus de sous-fonctionnalisation peut avoir lieu lors d’une duplication d’un gène 
ayant au moins deux modules conférant à la protéine son activité. Dans l’hypothèse de la sous-
fonctionnalisation, l’activité de la protéine est due à la complémentation fonctionnelle des deux copies 
du gène ayant perdu des modules différents par accumulation de mutations (Force et al., 1999). 
Contrairement à la sous-fonctionnalisation, la non-fonctionnalisation aboutit à la perte d’une copie du 
gène par accumulation de mutations conduisant à l’apparition de pseudogènes dans le génome 
bactérien. En revanche, la néo-fonctionnalisation va conduire à l’apparition d’une fonction nouvelle 
pour l’une des copies du gène qui subit une divergence (Force et al., 1999), tandis que l’autre assure 
toujours la fonction première. 
 

Ainsi, le mécanisme de duplication/divergence conduit à la création d’une nouvelle 
fonction seulement dans le cas d’une néo-fonctionnalisation, puisque les deux autres processus, la 
sous-fonctionnalisation et la non-fonctionnalisation amènent à la fonction d’origine. Néanmoins, la 
néo-fonctionnalisation est un processus évolutif lent puisqu’il nécessite l’accumulation d’événements 
mutationnels de type délétion, substitution et/ou insertion dans le gène dupliqué. Toutefois, ces 
mutations ponctuelles conduiront plus facilement à la perte de la fonction qu’à l’apparition d’une 
fonction nouvelle. Par conséquent, l’apparition de pseudogènes est un phénomène plus fréquemment 
retrouvé dans les génomes bactériens que la création de nouveaux gènes par la néo-fonctionnalisation 
(Force et al., 1999). 
 

2. Création de nouveaux gènes par réassortiment de modules 
 

La plupart des gènes bactériens présentent des modules ou « domaines » pouvant assurer 
une fonction indépendante. Il s’agit d’unités d’évolution à part entière qui ont une structure. Le 
réassortiment de modules est un mécanisme qui permet de générer de nouveaux gènes à partir de 
gènes préexistants par assemblage différentiel de leurs modules/domaines. Contrairement au processus 
de duplication/divergence, le réassortiment de modules est un mécanisme d’évolution rapide qui 
nécessite un seul événement mutationnel pour générer de nouveaux gènes dans les génomes 
bactériens. Les événements mutationnels contribuant au réassortiment de modules peuvent être des 
recombinaisons intra- ou intergéniques. La conséquence de ces événements de réassortiment de 
modules est l’apparition de gènes « chimériques ou mosaïques » codant des protéines multi-domaines 
au cours de l’évolution des génomes bactériens.  
 

2.1 Création de gènes par recombinaison intramoléculaire 
 

Chez Listeria monocytogenes 4b F2365, l’opéron inlGC2DE codent des protéines de 
surface appartenant à la famille des internalines, impliquées dans l’adhésion et l’invasion des cellules 
hôtes (Vazquez-Boland et al., 2001 ; Tsai et al., 2006). Cet opéron est aussi retrouvé au sein de la 
souche L. monocytogenes EGD-e, il est nommé inlGHE (Raffelsbauer et al., 1998 ; Dramsi et al., 
1997).  
 

Toutefois, la comparaison des séquences des gènes inl des deux souches de 
L. monocytogenes révèle la conservation uniquement de deux gènes, le gène inlG et le gène inlE, alors 
que les gènes inlC2, inlD et inlH sont spécifiques aux souches de L. monocytogenes (Figure 5A) 
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Figure 5 : Le gène inlH de L. monocytogenes EGD-e résulterait d’un événement de réassortiment de 
module entre deux gènes adjacents (Vazquez-Boland et al., 2001). 
A. Illustration de l’environnement génique de l’opéron inlGC2DE de L. monocytogenes 4b F2365 et de 
l’opéron inlGHE de L. monocytogenes EGD-e. B. Représentation schématique de l’architecture des internalines 
InlC2, InlD et InlH. La protéine InlH est une protéine chimérique constituée de l’extrémité N-terminale de la 
protéine InlC2 et de l’extrémité C-terminale de la protéine InlD. Les régions grisées correspondent au début et 
à la fin des homologies observées. 
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(Vazquez-Boland et al., 2001). Par contre, le gène inlH présente deux régions homologues à celles des 
deux gènes inlC2 et inlD  de L. monocytogenes 4b F2365 (Figure 5B). Ce gène est vraisemblablement 
le résultat d’une fusion entre les gènes inlC2 et inlD par recombinaison intramoléculaire ayant conduit 
à une délétion de l’extrémité 3’ du gène inlC2 et de l’extrémité 5’ du gène inlD chez la souche 
L. monocytogenes EDG-e (Raffelsbauer et al., 1998 ; Tsai et al., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ainsi, le gène inlH est un gène chimérique créé par réassortiment de modules entre deux 
gènes adjacents. Ce gène résulte probablement d’un événement de recombinaison intramoléculaire. 
 

2.2 Création de gènes par recombinaison intermoléculaire 
 

Des systèmes naturels de création de gènes mosaïques par recombinaison intermoléculaire 
ont été identifiés chez Lactococcus lactis (Dybvig et al., 1998 ; O’Sullivan et al., 2000). Cet 
événement est illustré par la recombinaison homologue entre deux gènes hsdS portés par les plasmides 
pAH82 et pAH33 de L. lactis (Figure 6) (O’Sullivan et al., 2000). 
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Figure 6 : Recombinaison homologue entre les 
gènes hsdS portés par les plasmides pAH82 et 
pAH33 de L. lactis (O’Sullivan et al., 2000). 
Les plasmides pAH82 et pAH33 sont tous deux 
porteurs du gène hsdS. Ces deux gènes 
possèdent une architecture modulaire différente 
qui est illustrée ici par les lettres ABC et DBE 
pour les gènes hsdS1 et hsdS2, respectivement. 
Chaque gène est constitué d’une région centrale 
conservée (la région B), siège d’événements de 
recombinaison homologue conduisant à 
l’échange des domaines variables (A,B, D et E). 
La conséquence de cet événement est la création 
de deux nouveaux gènes hsdS3 et hsdS4 dont 
l’architecture modulaire est respectivement DBC 
et ABE. 
Cette recombinaison homologue s’accompagne 
également d’un événement de co-intégration des 
plasmides pAH82 et pAH33 formant ainsi le 
plasmide pAH90 pour lequel l’ordre des gènes
est bouleversé au voisinage des gènes 
recombinés. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Les plasmides pAH82 et pAH33 de L. lactis représentés dans la figure 6, portent chacun un 
gène hsdS, qui contient une région centrale conservée (notée « B ») et deux modules variables (notés 
A-C pour le gène hsdS1 et D-E pour le gène hsdS2) codant des domaines TDR (pour Target 
Recognition Domain). La recombinaison homologue entre les régions conservées B des gènes hsdS a 
conduit à un échange entre les modules variables des gènes hsdS1 et hsdS2 (Figure 6). La conséquence 
de ce réassortiment de modules est la création de deux nouveaux gènes mosaïques hsdS3 et hsdS4 dont 
l’architecture modulaire est différente de celle des gènes parentaux.  
 

2.3 Les séquences de faible complexité pourraient favoriser la création 
de nouveaux gènes par le réassortiment de modules. 

 
La recombinaison entre fragments de gènes préexistants par un unique événement 

mutationnel contribue à la création de nouveaux gènes par réassortiment de modules. Toutefois, pour 
être efficace, les réarrangements doivent respecter la phase de lecture et la localisation des sites de 
recombinaison ne doit pas induire d’inactivation de la fonction propre à chaque module ou domaine. 
La fonctionnalité d’un module ou domaine aura notamment plus de chance de rester intact si le site de 
fusion n’est pas localisé à l’intérieur des modules.  

 
La création de gènes fonctionnels par réassortiment de modules dans les génomes 

bactériens peut s’expliquer par la présence de séquences de faible complexité. Ce sont des séquences 
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Séquences « recer »Séquences « recer »

Figure 7 : Architecture modulaire de la 
protéine L de P. magnus (De château et 
Björck, 1996). 
Les domaines B1 et B2 de la protéine L 
sont des domaines de liaison des chaînes 
légères des immunoglobulines. Ces deux 
domaines sont liés entre eux par un linker 
(ou une charnière) flexible dans lequel se 
trouve l’emplacement de quatre séquences 
« recer » qui se chevauchent. 

répétées de un à plusieurs nucléotides qui sont très fréquentes dans les génomes bactériens (Rocha, 
2003a). Les séquences répétées les plus abondantes dans les génomes bactériens sont par exemple, les 
motifs de type SSRs (pour Simple Sequence Repeats) qui sont des séquences répétées en tandem d’un 
motif de 1 à 5 nucléotides ; les motifs de type TRs (pour Tandem Repeats) qui sont des répétitions en 
tandem d’une unité de taille supérieure à 5 nucléotides ; ou encore des séquences dégénérées de SSRs 
et TRs (Rocha., 2003a). Ces séquences répétées très diverses et très abondantes sont la cible des 
événements de recombinaison (Achaz et al., 2002 ; Rocha, 2003a), et par conséquent si elles sont 
retrouvées à l’intérieur même des séquences codantes, ces séquences répétées seront la cible des 
réassortiments de modules (De Château et Björck, 1994). 

 
La famille des gènes mosaïques pab chez Peptostreptococcus magnus est un exemple de 

gènes ayant évolué par réassortiment de modules par recombinaison entre séquences de faible 
complexité de type SDRs (pour Short Directed Repeats) (De Château et Björck, 1994). La protéine 
PAB (pour Peptostreptococcal Albumin-Binding) qui en résulte, possède un domaine de liaison HSA 
(pour Human Serum Albumin) qui est homologue à celui des protéines G des streptocoques (Reis et 
al., 1984 ; Björck et al., 1987). Par ailleurs, cette protéine présente des séquences interdomaines 
particulières nommées « recer » (pour recombinaison spacer) qui sont des séquences de faible 
complexité. De même que la protéine PAB, des séquences de faible complexité sont retrouvées dans 
les protéines G des streptocoques (Achari et al., 1992). Par conséquent, la structure mosaïque du gène 
pab résulterait d’une recombinaison entre gènes de différentes espèces au niveau de ces séquences 
« recer » (De château et Björck, 1996). D’autres protéines possèdent également des séquences 
« recer » telles que la protéine de surface M de S. pyogenes (Mouw et al., 1988). Les événements de 
recombinaison impliquant ces séquences « recer » pourraient être à l’origine de l’évolution rapide des 
protéines de surface de ces bactéries pathogènes (De Château et Björck, 1996 ; Rocha, 2002 ; Rocha et 
al., 2003a et 2003b).  
 

Par conséquent, les séquences de faible complexité sont des éléments génétiques 
bénéfiques pour le réassortiment de modules chez les bactéries. Par ailleurs, le réassortiment de 
modules via les séquences de faible complexité aurait permis l’émergence de protéines avec des 
domaines protéiques distincts séparés par un linker flexible de faible complexité structurelle. La 
protéine L de P. magnus est un exemple représentatif de cette architecture modulaire (Figure 7) (De 
château et Björck, 1996). 
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Figure 8 : Mécanisme d’évolution des gènes hisA et hisF (d’après Fani et al., 2007) 
Illustration schématique des événements ayant conduit à la création des gènes hisA et hisF dans la voie de 
biosynthèse de l’histidine chez E. coli. L’émergence de ces deux gènes résulterait d’une succession 
d’événements de duplication/divergence et de réassortiment de modules. 
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3.  La duplication/divergence et le réassortiment de modules, deux 
processus non exclusifs 

 
De part leur homologie, les copies de gènes dupliqués, si elles ont peu divergé sont des 

sites préférentiels de réarrangements géniques contribuant à l’évolution des génomes bactériens. Ainsi, 
ces deux processus, duplication/divergence et réassortiment de modules ne sont pas exclusifs, et 
contribueraient ensemble à l’émergence de nouveaux gènes 
 

Plusieurs opérons codant des enzymes de diverses voies de biosynthèse des acides aminés 
sont apparus dans le génome bactérien par des événements successifs de duplication et de fusion de 
gènes. C’est le cas par exemple de l’opéron his qui code les enzymes de la voie de biosynthèse de 
l’histidine (Fani et al., 1995). La voie de biosynthèse de l’histidine nécessite l’action de 8 enzymes 
codées par les gènes hisG, hisD, hisC, hisB, hisH, hisA, hisF et hisIE chez E. coli (Carlomagno et al., 
1988 ; Winkler, 1978). Parmi ces gènes, deux résultent à la fois d’événements successifs de 
duplication et de fusion, il s’agit des gènes hisA et hisF qui codent tous deux, des protéines modulaires 
assurant respectivement la fonction d’imidazole carboxamide isomérase et la fonction d’imidazole 
glycérol phosphate synthase. La figure 8 présente les différents événements ayant conduit à 
l’émergence des gènes hisA et hisF (Fani et al., 2007). 
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A partir du gène ancestral, un événement de duplication/divergence a conduit à l’apparition 
des gènes hisX1 et hisX2 adjacents. Puis leur fusion a conduit à la création du gène hisX12. Ce gène a 
ensuite été dupliqué et les deux copies qui en résultent ont divergé. Un événement de réassortiment de 
modules entre ces deux copies a conduit à la création d’un gène nouveau, le gène hisA. Enfin, le gène 
hisF est apparu par duplication/divergence à partir du gène hisA dans la voie de biosynthèse de 
l’histidine (Fani et al., 1995). 
 

Ainsi, bien que la duplication de gènes soit un des mécanismes majeur à l’origine de 
l’apparition des voies métaboliques dans les génomes bactériens, d’autres événements importants ont 
amené à leur émergence, notamment le remaniement des gènes dupliqués (Fani et al., 2007). 
 

4. Le transfert horizontal contribue indirectement à la création de 
nouveaux gènes. 

 
Au cours de l’évolution, le transfert horizontal est un processus primordial dans 

l’acquisition de nouveaux gènes chez les bactéries. Cependant, ces gènes nouvellement acquis peuvent 
constituer une importante source de matériel génétique et servir de matrice pour les mécanismes de 
duplication/divergence et de réassortiment de modules. Par conséquent, il est fort probable que les 
gènes acquis par transfert horizontal aient été impliqués pour une grande partie dans la création de 
nouveaux gènes dans les génomes bactériens.  
 

4.1 Duplication et transfert horizontal 
 

Au cours de l’évolution, des événements de duplication/divergence et de transfert 
horizontal ont contribué conjointement à l’évolution des génomes bactériens. En effet, un gène 
nouvellement acquis par transfert horizontal peut évoluer par un mécanisme de 
duplication/divergence. Ce gène peut correspondre à une seconde copie divergente d’un gène déjà 
présent dans le génome bactérien. Par conséquent, les événements de transfert horizontal et de 
duplication/divergence ne pourront pas être différenciés. Dans ce cas, le devenir d’une des deux copies 
du gène dupliqué contribuera soit à la formation d’un pseudogène ou à la création d’un gène nouveau 
dans le génome bactérien. 

Un exemple de gène qui est apparu au cours de l’évolution dans une population bactérienne 
par des événements de duplication/divergence et de transfert horizontal est le gène fhuD1 de 
Staphylococcus aureus (Sebulsky et al., 2004). S. aureus utilise les hydroxymates ferriques comme 
source de fer pour sa croissance et ceci grâce au système Fhu (pour Ferric hydroxymate uptake). Ce 
système est constitué de 5 gènes : fhuD1, fhuD2, fhuC, fhuB et fhuG. Alors que les gènes fhuB, fhuC et 
fhuG codent des sous-unités de l’ATPase, enzyme essentielle pour l’utilisation des sidérophores dans 
S. aureus (Sebulsky et al., 2000), les gènes fhuD1 et fhuD2 codent tous deux, une lipoprotéine fixant 
des sidérophores ferriques. L’analyse comparative des génomes de sept souches de S. aureus a montré 
que les gènes fhuD2, fhuB, fhuC et fhuG étaient ubiquitaires. Tandis que le gène fhuD1 n’est pas 
présent dans toutes les souches. La répartition des gènes fhuD1 et fhuD2 dans les génomes séquencés 
indique que ces deux gènes sont issus d’événements de duplication/divergence à partir d’un ancêtre 
commun. Par ailleurs, l’analyse des séquences a suggéré que le gène fhuD1 était sujet à des transferts 
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Figure 9 : Evolution des gènes mosaïques pbp2x chez S. pneumoniae (d’après chi et al., 2007) 
S. mitis et S. oralis sont des streptocoques commensaux qui ont développé des résistances aux antibiotiques 
par acquisition de mutations ponctuelles (rectangle jaune) dans leurs gènes pbp. Des fragments de ces gènes 
sont acquis par la souche sensible de S. pneumoniae devenant résistante. Des mutations ponctuelles 
contribuent en association avec les événements de transfert horizontal et de recombinaison, à la diversification 
des gènes pbp2x.  
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horizontaux au sein de la population de S. aureus, puisque ce gène se trouvait à proximité d’une 
intégrase sur un ilôt génomique.  
 

4.2 Réassortiment de modules et transfert horizontal  
 
Le réassortiment de modules associé aux événements de transfert horizontal est important 

pour la création de nouveaux gènes dans les génomes bactériens. En effet, l’analyse comparative des 
génomes a révélé la présence de gènes mosaïques issus de recombinaison interspécifique.  
C’est l’exemple du gène pbp2x de Streptococcus pneumoniae codant la protéine PBP2x essentielle 
dans la synthèse du peptidoglycane septal (Morlot et al., 2003). Ce gène présente des régions 
homologues à celles des gènes issus des espèces de Streptococcus mitis et de Streptococcus oralis 
(Dowson et al., 1993). Récemment, un mécanisme d’évolution des gènes mosaïques pbp2x chez 
S. pneumoniae a été proposé par Chi et al. (Figure 9) (Chi et al., 2007). L’émergence des gènes pbp2x 
conférant à S. pneumoniae, une résistance aux antibiotiques résulterait du remplacement par 
recombinaison d’un fragment de gène d’une souche sensible de S. pneumoniae par un fragment de 
gène d’une souche résistante de S. mitis, acquis par transfert horizontal. Par ailleurs, la diversification 
des gènes pbp2x serait le résultat d’autres événements de transfert horizontal et de recombinaison avec 
d’autres espèces résistantes comme S. oralis. 
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III. Impact de l’acquisition et/ou de la création de gènes nouveaux 
dans les génomes bactériens. 

 
 

Le nombre important de génomes bactériens séquencés permet de constater que ces 
événements : transfert horizontal, duplication/divergence et réassortiment de modules, ont contribué 
de manière significative à l’acquisition et/ou à la création de nouveaux gènes dans les génomes 
bactériens. Cependant, les gènes nouvellement acquis et/ou créés dans un génome bactérien ne 
participent pas tous de la même manière à la valeur adaptative de la bactérie. En effet, les gènes 
fonctionnels conférant un avantage sélectif et par conséquent, contribuant à une augmentation de cette 
valeur adaptative seront sélectionnés positivement dans la cellule bactérienne. En revanche, les gènes 
présentant un désavantage, c’est-à-dire ayant un effet négatif seront quant eux, contre sélectionnés par 
délétion ou mutation au cours de l’évolution. De même que les gènes n’apportant aucun avantage, 
c’est-à-dire ayant un effet neutre, seront également contre sélectionnés. Par conséquent, ces mutations 
sont à l’origine de l’apparition de nombreux pseudogènes dans le génome bactérien. 
 

Par ailleurs, les gènes nouvellement acquis par transfert horizontal et/ou créés par les 
mécanismes de duplication/divergence et de réassortiment de modules à partir de gènes préexistants 
posent la question de savoir si ces gènes confèrent de nouvelles fonctions dans les génomes bactériens. 
Et si oui, est-ce que ces fonctions nouvelles confèrent ou non un avantage adaptatif à la bactérie ? 
Le terme de « fonction nouvelle » désigne une fonction qui n’était pas présente initialement chez la 
bactérie et qui est différente de la fonction parentale. Ainsi, une modification de spécificité de 
substrats, de réaction catalytique, des sites de fixation ou encore des interactions moléculaires 
constituent des exemples de nouvelles fonctions chez les bactéries puisqu’elles diffèrent de la fonction 
initiale. 
 
 

1. Impact du transfert horizontal sur l’émergence de nouvelles 
fonctions 

 
Le transfert horizontal joue un rôle clé dans l’acquisition de nouveaux gènes dans les 

génomes bactériens et par conséquent dans l’acquisition de nouvelles fonctions chez les bactéries. 
Toutefois, le gène nouvellement acquis peut ne pas être maintenu, si ce gène ne confère aucun 
avantage à la cellule bactérienne receveuse. Dans ce cas, il dérivera en pseudogène par accumulation 
de mutations ponctuelles. Par ailleurs, si le gène nouvellement acquis est déjà présent dans le génome 
bactérien, cela équivaut à un événement de duplication/divergence. Dès lors, seule la voie de néo-
fonctionnalisation pourrait amener à une nouvelle fonction dans le génome bactérien. 

 
Dans la plupart des cas, les gènes acquis par transfert horizontal sont inactivés par des 

mutations ponctuelles ou perdus par délétions au cours de l’évolution. Par exemple, dans le génome de 
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S. thermophilus, 21% des gènes acquis par transfert horizontal semblent être tronqués et/ou présumés 
inactifs (Hols et al., 2005).  

 
Néanmoins, de nombreux exemples de transferts horizontaux conférant un avantage 

sélectif à la bactérie ayant acquis de nouveaux gènes sont connus. Ainsi, des événements de transfert 
horizontal sont responsables par exemple de la dissémination des résistances à la tétracycline et/ou à 
l’érythromycine chez les bactéries (Clewell et al., 1995 ; Swartley et al., 1993), des ilôts de 
pathogénicité, notamment de l’ilôt HPI (pour High Pathogenicity Island) de 
Yersinia pseudotuberculosis (Lesic et Carniel, 2005) ou encore des voies cataboliques du saccharose 
chez E. coli (Jahreis et al., 2002). 
 

2. Impact du mécanisme de duplication/divergence sur l’émergence 
de nouvelles fonctions 

 
Chez les bactéries, l’acquisition de nouvelles fonctions par néo-fonctionnalisation est très 

peu connue dans la littérature, laissant suggérer que ce phénomène est extrêmement rare ou très peu 
étudié. Toutefois, des gènes responsables de nouvelles fonctions biologiques ont été récemment 
découverts dans les génomes bactériens grâce à l’analyse comparative des génomes et à la génomique 
environnementale. C’est le cas par exemple de la famille des nitrilases de l’opéron nitC, contenant 7 
gènes qui codent des protéines impliquées dans la détoxification des antibiotiques et des nitriles (Pace 
et Brenner, 2001). L’analyse comparative des génomes a révélé que ni les gènes de l’opéron nitC, ni 
leurs fonctions n’étaient conservées entre les différentes espèces bactériennes. En effet, l’hypothèse de 
modifications de l’opéron nitC par des événements de duplication/divergence et de transfert horizontal 
a été émise pour expliquer ces divergences (Podar et al., 2005). Par ailleurs, la divergence des gènes 
de l’opéron nitC s’est accompagnée par des modifications des propriétés biochimiques des nitrilases 
amenant de nouvelles fonctions telles que de nouvelles spécificités de substrat ou des propriétés 
enzymatiques. Ainsi, la néo-fonctionnalisation contribuerait positivement à l’émergence de nouvelles 
fonctions dans les génomes bactériens (Podar et al., 2005). 
 

3. Impact du réassortiment de modules sur l’émergence de nouvelles 
fonctions 

 
Le fait que le réassortiment de module contribue largement à la création de nouveaux gènes 

dans les génomes bactériens, nous amène à nous poser la question de savoir si ces gènes créés à partir 
de fragments d’ADN préexistants confèrent ou non une nouvelle fonction. Pour y répondre, la création 
de protéines artificielles par échange de modules a été réalisée par génie génétique sur la base de leur 
relation structurelle et fonctionnelle. 
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Figure 11 : Architecture modulaire des gènes mosaïques et des protéines chimériques résultant des 
échanges de modules entre le gène lytA de S. pneumoniae et le gène cpl1 du bactériophage Cp-1. 
La protéine chimérique 1 possède dans son extrémité N-terminale, le domaine catalytique de la protéine LytA 
et dans son extrémité C-terminale, le domaine de liaison à la choline de la protéine CPL1. Inversement, la 
protéine chimérique 2 possède dans son extrémité N-terminale, le domaine catalytique de la protéine CPL1 et 
dans son extrémité C-terminale, le domaine de liaison à la choline de la protéine LytA. 

Figure 10 : Identité partielle des protéines modulaires LytA et CPL1 codée respectivement par les gènes 
lytA et cpl1. 
Représentation schématique des hydrolases du peptidoglycane LytA de S. pneumoniae et CPL1 du 
bactériophage Cp-1. La protéine LytA présente dans son extrémité N-terminale, le domaine catalytique 
amidase_2 et dans son extrémité C-terminale, 6 exemplaires du domaine ChBD. De même pour la protéine 
CPL1 sauf que le domaine catalytique de celle-ci est le domaine Glyco_hydro_25. Le pourcentage d’identité 
entre les régions délimitées par des pointillés est indiqué. Les positions sont indiquées en acides aminés.   
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3.1 Le réassortiment de modules n’amène pas forcément à de nouvelles 
spécificités. 

 
Diaz et al., (1990) ont utilisé comme modèle d’étude deux hydrolases du peptidoglycane : la 

protéine LytA et la protéine CPL1. Ces deux enzymes présentent dans leur extrémité C-terminale, un 
domaine apparenté, le domaine ChBD (pour Choline Binding Domain). C’est un domaine de liaison se 
fixant aux résidus cholines que l’on retrouve dans les acides téichoïques et les acides lipotéichoïques 
de la paroi bactérienne. Et dans leur extrémité N-terminale, un domaine catalytique de spécificité de 
substrat qui diffère tant du point de vue de leur séquence que du point de vue de leur fonction 
(Figure 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Le fait que ces deux protéines exhibent un domaine en commun, les auteurs suggéraient 
que les domaines pouvaient être interchangeables et que leur recombinaison pourrait créer des 
enzymes chimériques actives avec de nouvelles spécificités (Diaz et al., 1990).  
Ainsi, la construction artificielle de gènes mosaïques par fusion du module codant le domaine 
catalytique du gène lytA et du module codant le domaine de liaison à la paroi du gène cpl1, a été 
réalisée et vice-versa (Figure 11).  
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Figure 12 : Création artificielle des chimères LC7 et CL7 par réassortiment de modules. 
Les gènes mosaïques lc7 et cl7 ont été construits à partir des gènes lytA et cpl7, tous codant des protéines 
modulaires. Le gène LytA code la protéine LytA qui présente dans son extrémité N-terminale, le domaine 
catalytique amidase_2 et dans son extrémité C-terminale, 6 exemplaires du domaine ChBD. Tandis que le gène 
cpl7 code la protéine CPL7 qui possède un domaine catalytique de type Glyco_hydro_25 dans son extrémité N-
terminale et 3 exemplaires du domaine Cpl-7 dans son extrémité C-terminale. 
Ce réarrangement a conduit à un échange des domaines catalytiques et d’attachement. 

Les protéines chimériques qui en résultent ont montré, d’une part que le site actif des 
enzymes LytA et CPL1 se situait dans le domaine N-terminal et que le domaine C-terminal était 
responsable de la reconnaissance à la choline. Et d’autre part, que les deux domaines étaient 
interchangeables et par conséquent indépendamment actifs. Toutefois, les protéines chimériques ont 
exprimé une activité lytique semblable à celle des protéines parentales. Ce qui signifie que cet échange 
n’a pas contribué à la modification ou à la création de nouvelles propriétés (Diaz et al., 1990). 
 

3.2 Emergence de nouvelles spécificités par réassortiment de modules 
 

Les protéines LC7 et CL7 sont deux chimères qui ont été construites par recombinaison in 
vitro, à partir de gènes ne présentant aucune identité nucléotidique entre eux (Diaz et al., 1991). Les 
gènes en question, lytA et cpl7 codent tous deux, des enzymes capables d’hydrolyser la paroi cellulaire 
de S. pneumoniae. La protéine LytA a une activité N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase, tandis que la 
protéine CPL7 du bactériophage Cp-7 a une activité N-acétylmuramidase. Les deux protéines LytA et 
CPL7 ont pour seul point commun, une structure modulaire. A leur extrémité, ces protéines présentent 
des domaines catalytiques différents, tant du point de vue de leur séquence que du point de vue de leur 
fonction. Leur extrémité C-terminale présente un domaine d’attachement à la paroi. Il s’agit du 
domaine ChBD pour la protéine LytA se fixant aux résidus cholines et du domaine Cpl-7 pour la 
protéine CPL7 qui ne se lie pas aux résidus cholines (Garcia et al., 1990 ; Lopez et al., 1997).  
Un remplacement réciproque des modules a été réalisé entre les gènes lytA et cpl7, conduisant à la 
création des gènes mosaïques lc7 et cl7 (Figure 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Le gène lc7 résulte de la fusion entre le module codant le domaine catalytique du gène lytA 
et le module codant le domaine de liaison à la paroi du gène cpl7. Inversement, le gène cl7 présente 
quant à lui, dans son extrémité 5’, le module codant le domaine catalytique du gène cpl7 et dans son 
extrémité 3’, le module codant le domaine de liaison dépendant de la choline du gène lytA. Les deux 
protéines chimériques qui en résultent présentent toutes les deux, une activité différente de celle des 
protéines d’origine. En effet, la protéine LC7 à une activité amidasique et ne se lie pas aux résidus 
cholines (Croux et al., 1993b). En revanche, la protéine CL7 est une muramidase se fixant à la choline 
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(Diaz et al., 1991 ; Croux et al., 1993a). Ainsi, ces résultats montrent que de nouvelles fonctions 
peuvent être générées par réassortiment de modules. 
 

4. Impact de ces nouvelles fonctions sur l’adaptation des bactéries 
 

Les exemples décrits ci-dessus illustrent le fait que la création de nouveaux gènes ne 
confère pas forcément de nouvelles propriétés à la protéine. Toutefois, le fait que de nouvelles 
fonctions puissent être générées, nous amène à la question de savoir quel avantage adaptatif est 
conféré à la bactérie. 

Dans la littérature, des exemples d’acquisition de nouvelles fonctions chez les bactéries 
sont décrits. Parmi eux, les plus étudiés sont les résistances aux antibiotiques, les facteurs de virulence 
(protéines de surface, toxines, ilôts de pathogénicité…) dans le cas des bactéries pathogènes (Clewell 
et al., 1995 ; Swartley et al., 1993 ; Jenkinson et Lamont, 1997). La plupart de ces nouvelles fonctions 
permettent d’échapper aux systèmes immunitaires et contribuent aussi à la survie des bactéries 
pathogènes. C’est par exemple le cas des protéines de surface telles que la protéine PspA, les 
internalines ou encore les gènes de résistances aux β-lactamases (Hollingshead et al., 2000 ; Tsai et 
al., 2006 ; Thulin et al., 2006).  
De la même façon, les bactéries non pathogènes peuvent avoir acquis de nouvelles fonctions. Il s’agit 
généralement de nouvelles voies métaboliques telles que la voie de biosynthèse de la méthionine chez 
S. thermophilus (Bolotin et al., 2004). Les protéines HsdS constituent un autre exemple de protéines 
conférant un avantage adaptatif aux bactéries qui les portent. Ces protéines appartiennent aux systèmes 
de restriction-modification de type I qui interviennent dans la reconnaissance d’ADN étrangers, 
notamment l’ADN phagique. Ces protéines confèrent un mécanisme de défense aux bactéries lors des 
infections phagiques (O’Sullivan et al., 2000). 
 

Par conséquent, dans certains cas, l’émergence de nouvelles fonctions est avantageuse car 
elle permet la colonisation de nouvelles niches écologiques et/ou l’adaptation aux fluctuations des 
conditions environnementales. 
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Figure 13 : Phénotype « longue chaîne de cellules » du mutant S. thermophilus 16D10. 
Les cellules de S. thermophilus ont été photographiées en microscopies à contraste de phase au grossissement 
100, en phase en phase exponentielle (DO600nm = 0,6) en milieu TPPY. 

 
 

IV. Découverte d’un gène impliqué dans la séparation des cellules de 
S. thermophilus. 

 
 

Au laboratoire de Génétique et Microbiologie de Nancy-Université, l’organisme modèle 
d’étude est S. thermophilus, une bactérie à fort intérêt industriel puisqu’elle est utilisée comme ferment 
lactique dans la production de yaourts et de divers fromages. La thématique première de l’équipe de 
Nathalie Leblond-Bourget était d’étudier le mode d’adaptation de S. thermophilus en réponse au stress 
oxydatif.  
Pour cette étude, une banque de 2200 mutants de la souche S. thermophilus CNRZ368 avait été 
obtenue par mutagénèse insertionnelle à l’aide du plasmide pG+host9 ::ISS1 (Thibessard et al., 2002a). 
Parmi, ces mutants, le mutant 16D10 présentait un phénotype particulier à « longue chaîne de 
cellules » (Figure 13), suggérant que ce mutant était interrompu dans un gène impliqué dans le 
processus de la séparation des cellules filles. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

L’analyse de la séquence du locus interrompu au sein du génome du mutant 16D10 avait 
révélé que le plasmide pG+host9 ::ISS1 interrompait un gène de fonction inconnue (Borges et al., 
2005). Ce gène a été nommé cse (pour cell segregation) pour son implication dans la séparation des 
cellules de S. thermophilus. 

 
Bien que ces dernières années, de grands progrès aient été accomplis dans la 

compréhension des mécanismes de la division cellulaire, notamment chez Escherichia coli, 
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, et depuis peu chez Streptococcus pneunomiae (Goehring et 
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Beckwith, 2005 ; Pucci et al., 1997 ; Giesbrecht et al., 1998; Morlot et al., 2004), le mécanisme de la 
séparation des cellules reste très peu connu, notamment chez S. thermophilus.  
Ceci nous a conduit ainsi à nous intéresser au gène cse de S. thermophilus.  
 

L’analyse des données de sa séquence montre qu’il présente des caractéristiques 
intéressantes d’un point de vue évolutif, puisque les données préliminaires ont permis d’identifier une 
structure chimérique pour ce gène.  
La structure chimérique du gène cse nous a amené à nous interroger sur le(s) mécanisme(s) 
moléculaire(s) ayant contribué à sa création et sur l’impact de la création de ce gène sur la valeur 
adaptative de S. thermophilus. Une recherche de la présence de ce gène chez les streptocoques de la 
division Viridans a aussi été menée et a contribué à « dater » l’émergence de ce gène.  
 

Parallèlement, le phénotype « longue chaînes de cellules » du mutant 16D10, interrompu 
dans le gène cse, nous a conduit à étudier la fonction de la protéine Cse afin d’élucider le mécanisme 
de séparation des cellules de S. thermophilus et de le comparer à celui d’autres bactéries.  
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Figure 14 : Représentation schématique de la délétion en phase de la quasi-totalité du gène cse. 
A. L’environnement du gène cse de S. thermophilus CNRZ368 est indiqué. Le gène cse est précédé par un rectangle 
noir correspondant au site putatif de fixation des ribosomes (RBS) et d’un promoteur constitué d’une boîte -10 étendue 
de la position 507 à 516. Le codon d’initiation est un codon ATG. Un terminateur potentiel de transcription est situé en 
aval du gène cse. Le chiffre indique la position du gène cse et des ORFs adjacents. B. Délétion en phase du gène cse. 
Remplacement de la quasi-totalité de la séquence de cse par le site de restriction EcoRI dont la séquence est indiquée 
en gras et soulignée. Le codon stop est indiqué par une étoile. 
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I. Mécanismes évolutifs conduisant à la création du gène cse chez 
Streptococcus thermophilus. 

 
Publication n°1 : 

cse, a chimeric and variable gene, encodes an extracellular protein involved in cellular 
segregation in Streptococcus thermophilus. 

Frédéric Borges, Séverine Layec, Annabelle Thibessard, Annabelle Fernandez, Brigitte Gintz, Pascal 
Hols, Bernard Decaris et Nathalie Leblond-Bourget. 
Journal of Bacteriology. Avril 2005, p. 2737-2746, Vol. 187, No. 8  

 
L’analyse préliminaire de la séquence du gène cse indique que celui-ci présente des 

caractéristiques intéressantes d’un point de vue évolutif, puisque les premières données ont permis 
d’identifier une structure chimérique pour ce gène. L’ensemble de ces informations nous a donc 
amené à nous interroger sur le(s) mécanisme(s) moléculaire(s) ayant contribué à sa création dans le 
génome de S. thermophilus. 
 

1. Le gène cse est impliqué dans la séparation des cellules de 
S. thermophilus. 

 
Afin de confirmer l’implication du gène cse dans le processus de séparation des cellules de 

S. thermophilus, un mutant délété de la quasi-totalité de ce gène, en respectant la phase de lecture, a 
été construit chez S. thermophilus CNRZ368 (Figure 14).  
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Figure 15 : Effet de la délétion du gène cse sur le phénotype de S. thermophilus. 
Les cellules de S. thermophilus ont été photographiées en microscopies à contraste de phase au grossissement 
100, en phase stationnaire de culture (20h de culture).  
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Le mutant délété du gène cse de S. thermophilus présente un phénotype « longue chaîne de 
cellules » (Figure 15), argumentant en faveur de l’implication de ce gène dans le mécanisme de 
séparation des cellules. Le dénombrement du nombre de cellules par chaînes a été effectué afin de 
confirmer ces observations. Les résultats obtenus ont indiqué que les chaînes de cellules du mutant 
Δcse sont extrêmement longues, pouvant contenir plus de 3 000 cellules, alors que la souche sauvage 
S. thermophilus CNRZ368 n’en présente qu’une quarantaine en moyenne. Une complémentation avec 
une copie du gène cse porté par le plasmide pNST260+ a été réalisée. Le mutant complémenté présente 
un phénotype « courte chaîne de cellules » semblable à celui de la souche sauvage (Figure 15), ce qui 
a été confirmé par comptage du nombre de cellules par chaînes (Résultats non montrés). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ainsi, l’ensemble de ces résultats démontre que le gène cse code une protéine 
impliquée dans la séparation des cellules de S. thermophilus. Par ailleurs, c’est le premier et 
unique gène de ce genre identifié à ce jour chez S. thermophilus. 
 

2. Le gène cse est un gène chimérique. 
 

Afin de faire un bilan des connaissances concernant cse, une recherche des homologies en 
séquences par Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de ce gène a été effectuée. L’interrogation 
des banques de données a révélé qu’il est absent de tous les génomes bactériens entièrement séquencés 
à ce jour. Ainsi, le gène cse est spécifique de l’espèce S. thermophilus.  
 

Toutefois, l’analyse comparative de la séquence du gène cse de S. thermophilus CNRZ368 
montre qu’il code une protéine dont l’extrémité N-terminale est homologue à celle de la protéine Sip 
(pour Surface immunogenic protein) de S. agalactiae, alors que son extrémité C-terminale est 
homologue à celle de la protéine PcsB (pour Protein for cell separation) de S. thermophilus 
(Figure 16). Les données bibliographiques indiquent que la protéine Sip est une protéine de surface de 
fonction inconnue (Brodeur et al., 2000 ; Rioux et al., 2001), alors que la protéine PcsB est essentielle 
à la croissance des streptocoques pathogènes, notamment de S. agalactiae, S. mutans et S. pneumoniae 
(Chia et al., 2001 ; Reinscheid et al., 2001 ; Reinscheid et al., 2003 ; Ng et al., 2004). 
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Figure 16 : Caractère chimérique de la protéine Cse de S. thermophilus. 
Alignement de la séquence protéique de Cse de S. thermophilus CNRZ368 avec les protéines Sip de 
S. agalactiae et PcsB de S. thermophilus LMG18311. 
La protéine Cse présente deux homologies partielles, l’une à l’extrémité N-terminale avec la protéine Sip et 
l’autre à l’extrémité C-terminale avec la protéine PcsB. Aucune homologie n’a été révélée dans la région 
centrale de Cse. Les pourcentages d’identité et de similarité en acides aminés de ces protéines avec la protéine 
Cse sont indiqués. Les chiffres en gras indiquent les positions protéiques du début et de la fin des homologies 
observées.  
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Par ailleurs, l’interrogation de la banque de données CDD (pour Conserved Domain 
Database) par le logiciel Blast disponible sur le site http : //www.ncbi.nih.gov/structure/cdd a révélé la 
présence d’un domaine LysM à l’extrémité N-terminale des protéines Cse et Sip. De même qu’un 
domaine CHAP (pour Cysteine Histidine dependent Aminohydrolase/Peptidase) a été identifié à 
l’extrémité C-terminale, des protéines Cse et PcsB (Figure 16).  
Le domaine LysM, un domaine d’attachement non covalent à la paroi cellulaire, est présent au sein de 
nombreuses protéines de surface (Steen et al., 2003). Ce domaine est probablement responsable de la 
localisation préférentielle de la protéine Sip aux pôles cellulaires de S. agalactiae (Rioux et al., 2001). 
Et le domaine CHAP présente une activité glutathionylspermidine amidase chez E. coli (Bollinger et 
al., 1995). Ce domaine est notamment retrouvé au sein de protéines impliquées dans l’hydrolyse du 
peptidoglycane (Bateman et Rawlings, 2003).  
 

Ainsi, l’ensemble de ces résultats montre que le gène cse est un gène chimérique 
puisque son extrémité 5’ est homologue à celle du gène sip de S. agalactiae et son extrémité 3’ est 
homologue à celle du gène pcsB de S. thermophilus. Par ailleurs, ce gène serait spécifique de 
S. thermophilus. 
 

3. Le gène cse est un gène polymorphe. 
 

L’analyse in silico de la séquence du gène cse des souches S. thermophilus CNRZ368 et 
LMG18311 a révélé l’existence d’une variabilité intraspécifique au niveau de la région centrale (61% 
d’identité) alors que les extrémités 5’ et 3’ sont beaucoup plus conservées avec respectivement 94% et 
96% d’identité (Figure 17). La région centrale variable en séquence et en taille a été nommée « var-
cse ». 
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Figure 17 : Caractère polymorphique du gène cse chez S. thermophilus.  
A. Mise en évidence d’une hétérogénéité au niveau de la région centrale des gènes cse de souches 
S. thermophilus CNRZ368 et LMG18311. Ces régions centrales sont riches en motifs répétés. Les motifs 
répétés sont représentés par des rectangles contenant le nom de l’unité répétée. B. Le tableau répertorie la 
séquence consensus des différents types de motifs répétés. 
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L’analyse approfondie de la région centrale des deux allèles cse a révélé que les régions var-cse (Var-
cseCNRZ368 et Var-cseLMG18311) sont constituées exclusivement de motifs répétés. La nature des 
répétitions diffère entre les deux souches de S. thermophilus (Figure 17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

aW : A/T ; R : A/G ; Y : C/T ; M : A/C ; K : G/T ; D : A/G/T 
 
 
 
 
 
 
 

Les motifs répétés sont tous des multiples de trois en séquence nucléotidique et sont 
positionnés dans la même phase de lecture les uns par rapport aux autres. Par conséquent, chaque 
motif nucléotidique répété correspond à un motif protéique répété (Figure 17).  
Une analyse similaire de la région centrale du gène cse de 16 souches supplémentaires de 
S. thermophilus a été réalisée (Borges et al., 2006 ; Thèse de Frédéric Borges, 2005). Les résultats ont 
montré d’une part, une importante variabilité intraspécifique au niveau de cette région et d’autre part 
que la région var-cse est caractérisée par une structure en motifs répétés qui a évolué par perte d’une 
ou plusieurs répétitions et par duplication en tandem des motifs répétés. De plus, l’analyse des 
séquences de toutes les régions centrales a révélé que le polymorphisme de var-cse serait le résultat 

Nom Consensus des motifs nucléotidiquesa Consensus des motifs protéiques 
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 
I CCR GCT DYW P  A  (T/V/A/S) 
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d’événements de transferts horizontaux. Ainsi, autre que son caractère chimérique, le gène cse est un 
gène mosaïque (Borges et al., 2006). 
 

En conclusion, outre son important polymorphisme intraspécifique, la région centrale 
du gène cse est caractérisée par une structure organisée en motifs répétés. Cette région est par 
conséquent une séquence de faible complexité puisque sa composition en nucléotides est biaisée 
par rapport à la moyenne globale.  
 

4. Importance de cette région de faible complexité. 
 

Le fait que cse soit un gène chimérique spécifique de S. thermophilus et que sa région de 
faible complexité soit située entre les modules LysM et CHAP, suggère que cette région aurait pu 
favorisé le réassortiment de modules ayant contribué à l’émergence du gène cse chez S. thermophilus. 
Un argument en faveur de cette hypothèse est que la création de gènes nouveaux par recombinaison 
entre des séquences de faible complexité de gènes pré-existants, a conduit à l’émergence de protéines 
fonctionnelles dans les génomes bactériens (De Château et Björck, 1994 et 1996). Afin de confirmer 
cette hypothèse, les bornes de réassortiment de modules dans le gène pcsB de S. thermophilus 
LMG18311 et plus récemment dans le gène sip de S. salivarius JIM8777 dont le génome est en cours 
d’assemblage et d’annotation (C. Delorme, communication personnelle) ont été recherchées. 
S. salivarius est une espèce phylogénétiquement proche de S. thermophilus appartenant toutes deux au 
groupe salivarius (Kawamura et al., 1995 ; Poyart et al., 1998). 

 
L’analyse de la séquence protéique de la protéine PcsB de S. thermophilus LMG18311 a 

révélé la présence d’une région centrale de faible complexité constituée de motifs répétés. Ces motifs 
répétés sont similaires à ceux identifiés dans la région var-cse. Il s’agit des motifs A, C, H, E et I 
(Figure 18). Par ailleurs, la séquence protéique de Sip (de 420 aa) de S. salivarius JIM8777 (fournie 
par C. Delorme, Laboratoire de Génétique microbienne de l’INRA de Jouy-en-Josas) présente 
également une région de faible complexité du résidu aminé 199 au résidu aminé 270. De même que les 
protéines Cse et PcsB, la région centrale de la protéine Sip est riche en motifs répétés commun avec 
ceux de la région centrale des protéines Cse et PcsB de S. thermophilus LMG18311. Il s’agit des 
motifs E, C et I (Figure 18). 
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Figure 18 : Représentation schématique des régions riches en motifs répétés de cse, sip et pcsB.  
Les régions de faible complexité sont indiquées par des rectangles hachurés. Les régions riches en répétitions 
sont agrandies au-dessus et en dessous de la représentation schématique des gènes cse, sip et pcsB. Les motifs 
répétés sont représentés par des rectangles contenant le nom de l’unité répété. Les flèches indiquent une 
séquence constituée de 5 motifs répétés en tandem. Les séquences consensus correspondant à l’unité répétée ne 
sont pas indiquées. 
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Une particularité intéressante de la région centrale de la protéine Sip de S. salivarius 
JIM8777 est la présence d’une séquence de 5 motifs répétés en tandem qui est indiquée par des flèches 
sur la figure 18. La présence de cette séquence de faible complexité pourrait suggérer que cette 
séquence soit le point de recombinaison ayant permis le réassortiment de modules entre les gènes pcsB 
et sip. 
 

Ainsi, ces résultats montrent que les gènes sip et pcsB présentent aussi une région 
centrale riches en motifs répétés. Par ailleurs, le fait que les régions de faible complexité se 
trouvent en aval du module LysM, commun entre les gènes cse et sip, et en amont du module 
CHAP, commun entre les gènes cse et pcsB suggèrent que ces régions soient le siège des bornes 
de réassortiment de modules ayant conduit à la création de cse chez S. thermophilus. 
 

5. Mécanismes hypothétiques de création du gène cse. 
 

Le concept d’organisation modulaire des gènes postule que de nouveaux gènes 
apparaissent dans les génomes bactériens par réassortiment de modules à partir de gènes pré-existants 
(Sheehan et al., 1997).  
Le fait que Cse soit caractérisée par une structure chimérique avec le domaine LysM de la protéine Sip 
et le domaine CHAP de la protéine PcsB suggère que le gène cse ait été créé par réassortiment de 
modules. L’analyse de la séquence protéique de Sip de S. salivarius JIM8777 sur la séquence 
génomique de S. thermophilus LMG18311 a révélé deux zones d’homologies partielles. L’une 
correspondant à l’extrémité N-terminale de Cse avec 88% d’identité et l’autre à l’extrémité C-
terminale de la protéine Orf1 avec 94% d’identité (Stu0446) dont le gène se situe en aval du gène cse 
(Figure 19). De plus, il est intéressant de noter d’importantes similitudes entre les extrémités N-
terminales de la protéine Sip de S. salivarius JIM8777 et la protéine Cse de S. thermophilus 
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Figure 19 : Mise en évidence des homologies partielles entre les protéines Sip, Cse, Orf1, PcsB et Rppk. 
Représentation schématique de l’alignement de la séquence protéique de Sip avec celle de Cse et de Orf1. De 
même que les alignements de la séquence Cse avec PcsB et de la séquence Orf1 et RppK sont représentés.. 
Les pourcentages d’identité et de similarité en acides aminés entre ces protéines sont indiqués. Les chiffres 
en gras indiquent les positions protéiques du début et de la fin des homologies observées. 
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LMG18311. En effet, outre le fait qu’elles possèdent toutes les deux d’une part un domaine LysM qui 
est positionné au même endroit et présente 88,6% d’identité, elles possèdent d’autre part, un peptide 
signal dont la séquence entre ces deux protéines est 100% identique. 
 

Ainsi, ces données suggèrent qu’au cours de l’évolution, un fragment d’ADN ait été inséré 
dans le gène ancestral sip de S. thermophilus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Une particularité intéressante de l’Orf1 de S. thermophilus LMG18311 est que cette 
protéine possède à son extrémité N-terminale, une région d’homologie partielle avec la protéine RppK 
(pour Ribose-phosphate pyrophosphoKinase) (Figure 19). La protéine RppK est une enzyme de 
biosynthèse du phosphoribosyldiphosphate, un précurseur des nucléotides puriques et pyrimidiques 
(Eriksen et al., 2002).  
 

L’analyse de la séquence nucléotidique du gène cse avec ses régions flanquantes a révélé 
qu’une région de 619 pb, nommé HRC1 (pour Homologous Region Copy 1) présente 93% d’identité 
avec une autre région nommé HRC2 (pour Homologous Region Copy 2) du génome de 
S. thermophilus LMG18311. La région HRC1 comprend l’extrémité 3’ du gène cse, suivie d’une 
région intergénique et de l’extrémité 5’ du gène orf1, tandis que la région HCR2 est constituée de 
l’extrémité 3’ du gène pcsB, de l’extrémité 5’ du gène rppk (prsA1) qui le suit et de leur région 
intergénique. Ces résultats suggèrent que la région HRC2 a été le sujet d’un événement de duplication.  
 

Par conséquent, l’ensemble de ces résultats nous a permis de proposer un modèle 
hypothétique sur la création des gènes chimériques cse et orf1 qui est illustré dans la figure 20.  
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Figure 20 : Modèle hypothétique sur la création des gènes chimériques cse et orf1 de S. thermophilus. 
Les régions HRC2 et HRC1 sont représentées en noir. La région HRC2 aurait été dupliquée puis insérée dans 
le gène sip ancestral par recombinaison entre les séquences de faible complexité pour créer les gènes 
chimériques : cse et orf1. 
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L’insertion du fragment d’ADN dupliqué comprenant l’extrémité 3’ du gène pcsB, de la 
région intergénique et de l’extrémité 5’ du gène rppk dans le gène sip aurait contribué à la scission de 
ce dernier pour créer deux nouveaux gènes, cse et orf1 dans le génome de S. thermophilus (Figure 20). 
 
 

Ces observations montrent que le gène cse est un gène chimérique qui a été créé 
naturellement par réassortiment de modules au cours de l’évolution de S. thermophilus.  
Ce réassortiment de modules aurait permis d’associer le module LysM de sip avec le module 
CHAP de pcsB par recombinaison intra- ou intermoléculaire entre les séquences de faible 
complexité du gène pcsB et du gène ancestral sip de S. thermophilus. Cette association a conduit 
à la formation d’un gène fonctionnel qui code la protéine majeure de la séparation des cellules 
de S. thermophilus. Par ailleurs, l’important polymorphisme intraspécifique de ce gène suggère 
que le transfert horizontal serait également intervenu dans sa création.  
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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 cellular 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 cell chains and
altered colony morphology. Complementation of the �cse 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 LMG18311 cse was exchanged with that of
CNRZ368 cse. This replacement did not affect 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 results from insertion of a duplicated sequence deriving from the pcsB 3� end into an ancestral sip
gene. Thus, the cse locus illustrates the module-shuffling mechanism of bacterial gene evolution.

Among gram-positive cocci, some 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 could be accompanied by
obvious changes in cellular morphology. Thus, rodA, pbp2, and
mreD mutants from Streptococcus thermophilus display not only
long cell chains but also rod-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 role in

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 functional 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 METHODS

Bacterial strains, growth conditions, and plasmids. All 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,
7 g � liter�1; Proteose peptone, 7 g � liter�1; yeast extract, 2 g � liter�1; lactose, 20
g � liter�1) (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 �g � ml�1

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 �g � ml�1 when
required.

Recombinant plasmids derived from pGh9 were transformed into Escherichia
coli EC101, a TG1 strain containing a chromosomal copy of the pWV01 repA
gene (6), and selected at 37°C on Luria-Bertani (LB) (47) containing 150 �g of
erythromycin ml�1. Recombinant plasmids derived from pFUN, which was
kindly provided by I. Poquet from INRA (Jouy en Josas, France) (38) were
transformed into E. coli DH5� and selected on LB medium containing 100 �g of
ampicillin ml�1.

DNA manipulations. Preparation of chromosomal and plasmid DNA and
Southern analysis were performed according to standard protocols (47). Se-
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quencing was performed by using dye terminator chemistry on an ABI Prism 377
genetic analyzer (PE Biosystems). Sequence data were analyzed with BLAST (1,
2), SignalP (35), Mfold (59), Dot plot (http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit
/dnadot/), SEG (56), and PSIPRED (29) software. GenBank, the Conserved
Domain Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml), and
the Codon Usage Database (http://www.kazusa.or.jp/codon/) (32) were con-
sulted. Sequence data of S. thermophilus LMG18311 strain were obtained from
the UCL Life Sciences Institute website at http://www.biol.ucl.ac.be/gene
/genome/. Sequencing of S. thermophilus LMG18311 was supported by the Wal-
loon 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 growth 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 than 2 h, since false
positives could appear after this time (38).

Recombinant DNA and mutant construction. Oligonucleotides used in this
study were purchased from MWG Biotech AG (Ebersburg, Germany) and are
listed Table 2.

(i) Translational fusion with �spnuc. 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-�spnuc fusion. For pFUN::�spcse, the regions flanking the sequence
encoding the putative signal peptide (the 81 bp following the ATG putative
initiation site of translation) were amplified by PCR and introduced into pFUN.
This led to a �spcse-�spnuc fusion where the sequence encoding the putative
signal peptide of Cse was replaced by a HindIII restriction site. Following
selection in E. coli DH5�, both constructs were introduced into S. thermophilus
by electroporation.

(ii) Deletion of cse in S. thermophilus CNRZ368 and LMG18311 strains.

In-frame cse deletion mutants were constructed as previously described (52).
Briefly, the two regions flanking the locus to be deleted were independently
amplified by PCR, digested by appropriate restriction enzymes, and joined by
ligation together and with pGh9. After introduction of the recombinant plasmid
into S. thermophilus, two crossovers, upstream and downstream of the deleted
region, were selected (52). Thus, only the first and the last three codons of the cse

TABLE 1. Strains and plasmids used in this work

Strain or plasmid Relevant phenotype(s) or genotype(s) Source or reference

Strains
S. thermophilus

CNRZ368 Wild-type strain INRA-CNRZ, strain
collection

16D10 Emr S. thermophilus CNRZ368 containing integrated pGh9:ISSI into cse This work
CNRZ368-�cse S. thermophilus CNRZ368 with �cse mutation This work
CNRZ368-�cse-T Emr, CNRZ368-�cse with pNST260� integrated into the chromosome This work
CNRZ368-�cse-C Emr, CNRZ368-�cse with pNST260�::cse integrated into the chromosome This work
LMG18311 Wild-type strain BCCM/LMG, strain

collection
LMG18311-�cse S. thermophilus LMG18311 with �cse mutation This work
LMG18311-csevarCNRZ368 S. thermophilus LMG18311 with the chimeric allele cseLMG18311varCNRZ368 This work

L. lactis subsp. cremoris
MG1363acmA�1

Derivative of MG1363 wild-type strain containing 701-bp SacI-SpeI chromosomal
deletion in acmA gene

6

E. coli
EC101 supE hsd-5 thi �(lac-proAB) F� (traD6 proAB� lacIq lacZ�M15) repA�, derivative of

TG1 strain (47)
23

DH5� supE44 �lacU169 (�80 lacZ �M15) hsdR17 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 47
BL21 (DE3) hsdS gal (�cIts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene I) 47

Plasmids
pGh9 Emr, thermosensitive replication origin from pVE6002 27
pGh9:ISS1 pGh9 with ISS1 28
pGh9::�cseCNRZ368 pGh9 with �cse and CNRZ368 surrounding regions This work
pGh9::�cseLMG18311 pGh9 with �cse and LMG18311 surrounding regions This work
pGh9::cseLMG18311varCNRZ368 pGh9 with chimeric allele cseLMG18311varCNRZ368 This work
pNST260� pGh9 with int and attI from ICEStI G. Guédon,

personal
communication

pNST260�::cse pNST260� with CNRZ368 cse ORF, its putative promoter and terminator This work
pFUN Emr and Ampr, derivative of pIL252, with �SPnuc gene 38
pFUN::cse pFUN with cse-�SPnuc translational fusion This work
pET15b Protein expression vector Novagen
pET15b::cse pET15b with hexa-His-Cse translational fusion This work
pET15b::cse1–183 pET15b with hexa-His-Cse1–183 translational fusion This work
pET15b::cse184–461 pET15b with hexa-His-Cse184–461 translational fusion This work

TABLE 2. Oligonucleotides used in this work

Oligonucleotide Sequencea (5�–3�)

delcse.E5�.................CCCCCCCCAAGCTTACAAGATCAGTTTGGAAC
delcse.I5� ..................CCCCCCGAATTCTGATAACATGTATAATTCAT
delcse.I3� ..................CCCCCCGAATTCATTTATCCATAATGAGTACA
delcse.E3�.................CCCCCCCTGCAGCAGCCTGTGGTTGAAG
fcompl ......................TTGTTGGCGCGCTTTAGCCGATTTGGCTTTTGAAG
rcompl ......................TTGTTGGCGCGCCCCATTATTTTCTCAGGATGAAT
racse.E5� ..................CCCCCCAAGCTTTGAATGTTTTGGCTAATATC
racse.I5�....................CCCCCCGATATCAATAGCGTCTGCAACT
racse.I3�....................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

a 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 deletion was checked by PCR and Southern hybridization
(data not shown).

(iii) �cse complementation. Complementation of the �cse mutation was car-
ried out by inserting the wild-type allele in trans. For this purpose, the
pNST260� plasmid (G. Guédon, personal communication), carrying a gene
encoding the ICESt1 integrase and its attI attachment site, was used (7). This
plasmid can integrate into the S. thermophilus CNRZ368 chromosome at the attR
site of ICESt1 (G. Guédon, personal communication). The entire cse ORF with
its putative promoter and terminator was amplified by PCR and ligated into
pNST260�. Following selection in E. coli EC101, the construct was introduced
into S. thermophilus by electroporation. As a control, S. thermophilus was also
transformed 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 attachment site was checked by Southern hybridization (data not
shown).

(iv) Allelic replacement of the var-cse region. The approach for var-cse re-
placement involved the wild-type sequence containing GAT and ATC sequences
localized, respectively, upstream and downstream of var-cse. These sequences
allow an EcoRV restriction site formation if they are assembled. The plasmid
used for replacement of the var-cse region of LMG18311 by that of CNRZ368
was constructed in a two-step cloning procedure. The var-cse flanking regions
from the LMG18311 strain were amplified by PCR. After digestion by appro-
priate restriction enzymes, PCR fragments were ligated together, generating an
EcoRV restriction site, and inserted into pGh9. This EcoRV restriction site was
generated by assembling the GAT and ATC sequences that flank the wild-type
var-cse sequence. The plasmid carrying the two PCR fragments was selected in E.
coli EC101. Then the region localized between the GAT and ATC sequences
including the var-cse region from CNRZ368 (as defined in Fig. 2D) was amplified
by PCR. The PCR product was next treated at 72°C for 30 min with Pfu
polymerase for generation of blunt ends. This last step removes the 3� adenosine
overhang added during the PCR. The polished fragment was inserted into the
plasmid carrying the var-cse flanking regions previously digested by EcoRV to
generate blunt ends. The resulting plasmid was selected in E. coli EC101. The
correct insert orientation was checked by sequencing. Then the plasmid was
introduced into S. thermophilus LMG18311 by electroporation. The transformed
strain was checked by Southern hybridization with a specific probe for
LMG18311 genomic DNA (37). Two crossover events, surrounding the var-cse
region, were selected to generate the LMG18311-csevarCNRZ368 mutant.

(v) Plasmid constructs 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 DH5�,
the constructs were introduced into E. coli BL21(DE3) 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 	100. Cells were observed at a magnification of
	100, with the condenser turret at position Ph4, or at a magnification of 	1,000
by phase contrast.

Protein overproduction. E. coli BL21(DE3) strains transformed with pET15b
and derivatives were grown in LB medium at 37°C supplemented with 50 �g of
ampicillin ml�1. At an optical density at 600 nm (OD600) of 0.6, isopropyl-
-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) was added at a final concentration of 100 �M
during 4 h 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 lysis testing in nondenaturing conditions,
proteins were extracted by sonication.

SDS-PAGE and renaturing SDS-PAGE. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylam-
ide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was performed as previously described (22)
with 10% (wt/vol) polyacrylamide. Lytic activity was tested by SDS-PAGE, per-
formed with gels containing 10% polyacrylamide (wt/vol) and 0.2% (wt/vol) S.
thermophilus cells or Micrococcus lysodeikticus cells, followed by a protein rena-
turation step. The S. thermophilus cells used as substrates for lytic activity were
prepared as previously described (39) with the following modification: after
lyophilization, cells were resuspended in distilled water at a 10% final concen-
tration and autoclaved for 20 min at 120°C. S. thermophilus proteins were ex-
tracted by glass bead disruption of cells as previously described (17). After
electrophoresis, gels were gently shaken in 100 ml of water at 4°C for 1 h. Then
water was replaced by 100 ml of 20 mM Tris-HCl (pH 7) containing 1% (vol/vol)

Triton X-100 for overnight incubation at 42°C. Bands of lytic activity were
visualized as previously described (6).

Nucleotide sequence accession numbers. DNA sequences reported in this
paper have been deposited in GenBank under accession numbers AY695844,
AY730642, and AY730643.

RESULTS

cse involvement in colony morphology and cell 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:ISSI plasmid (28). The locus disrupted by pGh9:ISSI in
the 16D10 mutant was identified by cloning and sequencing the
2,697 bp flanking the disruption site. Sequence analysis re-
vealed that pGh9:ISS1 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 enrichment).

To confirm the involvement of cse in these phenotypes, a cse
null mutant was constructed by in-frame deletion of the cse
ORF, resulting in a CNRZ368-�cse strain. Colonies of this
mutant were flatter, larger, and less opaque than wild-type
ones (Fig. 1A). Phase-contrast photonic microscopy observa-
tions revealed that CNRZ368-�cse chains were much longer
than wild-type ones (Fig. 1B). 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-�cse 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-�cse cells
formed chains containing more than 100 cells. These results
show that the long-chain phenotype of the CNRZ368-�cse
mutant is not growth phase dependent. No major modification
of the cell shape or size was observed in the CNRZ368-�cse
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, personal communication).
This plasmid can integrate into the S. thermophilus CNRZ368
chromosome in the attR site of ICESt1 (G. Guédon, personal
communication), a resident integrative element (7). The �cse
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-�cse-C strain. The nega-
tive control consisted of the chromosomal insertion of empty
pNST260�, resulting in the CNRZ368-�cse-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 of cse is repeat rich 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, both 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-cse. 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 different repeat units
(named A to I) that varied in size and sequence were distin-
guished (Fig. 2C). All of the repeated units have a size divisible
by three and are in frame. The direct consequence is that all
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-cseCNRZ368. Addition-
ally, the repeat content of both var-cse alleles 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.

cse is chimeric. 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, localized elsewhere in the genome and named
HRC2 for homologous region, copy 2 (Fig. 3A). HRC1 in-
cludes the last 350 bp of cse, the following intergenic region,
and the first 58 bp of the downstream orf1. HRC2 includes the
last 350 bp of pcsB, the following intergenic 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. thermophilus 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).

FIG. 1. Morphological consequences of cse deletion. (A) Colony
morphology pictured after 20 h of growth; (B) cell chain morphology
of S. thermophilus CNRZ368 strains; (C) results from counting number
of cells per chain. A total of 1,000 cells were counted from three
independent cultures. Cells were photographed and counted in sta-
tionary phase after 20 h of growth. After this time of growth, 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-�cse, CNRZ368-
�cse-T, and CNRZ368-�cse-C.
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FIG. 2. var-cse variability and repeat content of cse, pcsB, and orf1. (A) Schematic representation of the cse locus from S. thermophilus strains
CNRZ368 and LMG18311. Open arrows represent ORFs and indicate their reading direction, broken arrows indicate putative promoters, and
hairpin loops symbolize putative rho-independent terminators. The black arrowhead indicates the insertion site of pGh9:ISS1 within the genome
of the 16D10 mutant. The percentage of sequence identity (id.) is indicated between 5� ends, central parts, and 3� ends of cse from CNRZ368 and
LMG18311. Hatched boxes represent repeat-containing regions (var-cse). (B) Nucleic acid and amino acid sequences of var-cseCNRZ368 and the
proximal region. The regions flanking var-cse are italicized. Each repeat unit is boxed, and the name of the repeat unit is indicated above the box.
(C) Table of consensus repeat sequences represented in cse, pcsB, and orf1. (D) Schematic representation of repeat-containing regions. Each
repeat unit is represented by a letter-containing box. Repeat units, in accordance with consensus sequences presented in panel C, are represented
by capital letters, while those slightly divergent from the consensus (17% of maximum divergence) are represented by lowercase letters. Empty
boxes represent regions without any repeats. Repeats in grey are common between cse from S. thermophilus strains CNRZ368 and LMG18311, orf1,
and pcsB from S. thermophilus strain LMG18311. Hatched boxes represent repeats only found in cse.
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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 preferential localization 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 (ORF1) (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% similarity) over 92% of their
length. Their CHAP domains show significant similarity with
Cse (51% identity and 62% similarity 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 orf1 contain common repeats with cse. Considering
partial homology between pcsB and cse loci, pcsBLMG18311,
orf1LMG18311, and rppkLMG18311 were scanned for repeats. The
analysis revealed that the pcsBLMG18311 central region and
orf1LMG18311 5� end also contain repeats (Fig. 3A) that are
common to both cse alleles (Fig. 2D). More precisely, all re-
peats found in pcsBLMG18311 (A, C, E, H, and I) are also
represented in var-cseLMG18311, and one repeat (A) found in
pcsBLMG18311 is represented in var-cseCNRZ368. The orf1 5� end
from CNRZ368 and LMG18311 strains (99.6% identity be-
tween orf1 alleles) contains C, E, and F repeated sequences,

although all but one are degenerate. Additionally, the succes-
sion ECCF is found twice in orf1 and displayed once in var-
cseLMG18311 (Fig. 2D).

Interestingly, var-cseLMG18311 and the orf1LMG18311 repeat-
rich regions are located closed to HRC1 boundaries (Fig. 3A).
Thus, HRC1 is flanked by two repeat-rich regions which
contain repeated motifs common to each other and to the
pcsBLMG18311 repeat-rich region.

Extracellular 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 this hypothesis,
cse was fused to the reporter gene �spnuc carried by the plas-
mid pFUN (38). The �spnuc 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 cloned into the pFUN vector
to generate a cse-�spnuc fusion. The resulting pFUN::cse vec-
tor was introduced into E. coli DH5� and S. thermophilus
CNRZ368. Following growth, the transformants were overlaid
with TBD agar (21), allowing detection of extracellular nucle-
ase activity by visualization of a pink halo. A pink halo was
visualized around colonies of each transformed 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 cloned into pFUN to generate
a �spcse-�spnuc 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 of var-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 LMG18311 cell distribution in chains
revealed intraspecies variability of cell chain length (Fig. 4A).
Indeed, 85% of CNRZ368 cells formed chains from 1 to 100

FIG. 3. cse, orf1, and their putative products are chimeric and may result from a duplication event. (A) Results from identity searches. Open
arrows represent ORFs and indicate their reading directions, broken arrows indicate putative promoters, and hairpin loops symbolize putative
rho-independent terminators. Hatched boxes represent repeat-containing regions, and grey color points out sequences from the cse and pcsB
regions displaying high identity. Thick lines represent proteins, black boxes show putative signal peptides, and boxes with horizontal and oblique
hatching symbolize putative LysM and CHAP domains, respectively. Homologous regions between proteins are linked, and positions of amino
acids delimiting homologous regions are indicated. Identity (id.) and similarity (sim.) results are mentioned. (B) Duplication hypothesis. Grey and
black arrows represent ORFs. Dashed lines both delimit the duplicated region and indicate the insertion site.
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cells, whereas only 39% of LMG18311 cells are in this size range.
Thus, a large proportion of LMG18311 cell chains were much
longer than those of CNRZ368. Due to the involvement of cse in
cell segregation, we hypothesized a correlation between variability
of the cell chain length and var-cse variability. A �cse mutant of
LMG18311 was found to exhibit a long-chain phenotype, as the
CNRZ368-�cse strain does (Fig. 4B), confirming that the
cseLMG18311 allele was functional. At the cse chromosomal locus,
the var-cse 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 plasmid 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 to chain length (Fig. 4A). This indicates that

the cell segregation activity of Cse is not affected by the high
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-�cse strain
protein extracts were tested by zymography. Under our condi-
tions, no difference was detected between the two lytic activity
profiles, with either autoclaved S. thermophilus or M. lysodeik-
ticus cells as a substrate (data not shown). Therefore, we tried
to overproduce the Cse protein in E. coli with an N-terminal
hexa-His tag. However, this approach was unsuccessful for the
full-length Cse protein, as in the case of the full-length AcmB
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

FIG. 4. Influence of var-cse variability on Cse cell segregation activity. (A) Results of counting numbers of cells per chain. A total of 1,000 cells
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, OD600 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-csevarCNRZ368, and LMG18311-�cse.
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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-
claved S. thermophilus or M. lysodeikticus cells, did not allow
detection of any lytic 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 lysis test was performed under nondenaturing
conditions. For this 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 �g of crude protein extract were added to a TPPY
suspension of autoclaved S. thermophilus or M. lysodeikticus
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 this purpose, L. lactis
�acmA was transformed with pNST260�::cse, and the number
of cells per chain was counted. No difference in chain length
was noticed between �acmA and �acmA 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 cell 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, called 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
�cse, 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 lysis activity
was tested in liquid medium, with native crude protein extracts
of E. coli Cse fragment overproducer strains. In both experi-
ments, no Cse lytic activity was detected. Finally, cse was not
able to complement the long-chain phenotype resulting from a
peptidoglycan hydrolase defect of an L. lactis �acmA mutant.
The absence of a detectable lytic 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 could 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
and pcsB 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 encoding
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, all 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 chimeric genes, cse and orf1
(Fig. 3B).

Interestingly, 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 common 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 terminus 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). If 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 same.
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 shuffling. 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 signals (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 environmental 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
EcoR124/3 genes (40). These type I 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 could
not exclude that variations in the Cse repeat-rich region have
consequences on cell segregation activity. However, replacement
of var-cseLMG18311 by var-cseCNRZ368 at the LMG18311 cse chro-
mosomal locus 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). Sim-
ilarly, the replacement of var-cseLMG18311 by var-cseCNRZ368 end-
ing in a 60-bp shortening of var-cse, since var-cseCNRZ368 is 60 bp
shorter than var-cseLMG18311, did not have consequences on Cse
cell segregation activity. A linker role of the Cse central part could
explain why its high variability, and especially its length variability,
does not affect cellular segregation. This possible function of the
Cse central part would also be consistent with its predicted non-
globular structure.

Two repeat-rich regions sharing common repeat motifs flank
HRC1. 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 shuffling, because of their low require-
ment in sequence and size.
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II. Ce nouveau gène confère-t-il une fonction nouvelle à 
Streptococcus thermophilus ? 

 
Article en préparation : 
cse, a new gene recently created by domain shuffling has led to the emergence of a new function 
in Streptococcus thermophilus. 
Séverine Layec, Christine Delorme, Joëlle Gérard, Bernard Decaris et Nathalie Leblond-Bourget. 

 
L’analyse des données de séquences du gène cse et de ses régions flanquantes a permis de 

proposer que ce gène résulte d’événements de réassortiment de modules dans le génome de 
S. thermophilus.  
La recherche de cse au sein des génomes entièrement séquencés indique qu’il n’est présent qu’au sein 
de l’espèce S. thermophilus. Son absence dans le génome de tous les streptocoques pathogènes 
disponibles dans les banques de données EMBL/GenBank suggère que le réarrangement ayant conduit 
à la création de cse soit postérieur à la séparation de l’espèce S. thermophilus des streptocoques 
pathogènes. Afin de « dater » plus précisément la création du gène cse, sa présence a été recherchée au 
sein du groupe salivarius qui inclut les espèces S. thermophilus, S. salivarius et S. vestibularis 
(Kawamura et al., 1995 ; Poyart et al., 1998). 
Par ailleurs, le réassortiment de modules à l’origine de la création de cse a conduit à l’association du 
module LysM de sip avec le module CHAP de pcsB. Ainsi, les protéines PcsB et Cse présentent le 
même domaine catalytique qui pourrait leur conférer une fonction cellulaire analogue. Toutefois, les 
extrémités N-terminales de ces deux protéines sont différentes, suggérant que Cse et PcsB puissent 
présenter des fonctions distinctes. Ceci nous a conduit à comparer le phénotype des mutants délétés 
des gènes cse et pcsB, afin de savoir si Cse et PcsB sont des analogues fonctionnels ou non, et par 
conséquent à déterminer si l’évènement à l’origine de la création de cse a conduit à l’émergence d’une 
protéine de fonction nouvelle chez S. thermophilus. 
 

1. cse, est-il un gène de création récente ? 
 

L’interrogation des banques de données EMBL/GenBank révèle l’absence du gène cse au 
sein de tous les génomes bactériens du genre Streptococcus entièrement séquencés, à l’exception des 
trois génomes séquencés de S. thermophilus LMG18311, CNZ1066 et LMD-9. Par ailleurs, la 
présence du gène cse a été retrouvée au sein de 19 souches de S. thermophilus testées par PCR (Borges 
et al., 2006). Ainsi, cette spécificité nous amène à privilégier l’hypothèse d’une acquisition récente de 
ce gène au sein de l’espèce S. thermophilus. 

 
Toutefois, l’espèce S. thermophilus est phylogénétiquement apparentée aux espèces 

appartenant au groupe salivarius de la classe des « streptocoques viridans » (Sherman, 1937 ; 
Facklam, 2002). Ce groupe comprend deux autres espèces : S. salivarius et S. vestibularis. L’analyse 
comparative des ARN ribosomiques 16S et l’étude du polymorphisme intergénique du gène sodA de 
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Figure 21 : Analyse de la synthénie de l’ORFx de S. salivarius JIM8777. 
Alignement de l’ORFX et de ses régions flanquantes avec l’environnement génique du gène cse de 
S. thermophilus LMG18311. Les pourcentages d’identité en acides nucléotidiques de ces ORFs avec ceux du 
locus cse sont indiqués. Les chiffres indiquent les positions nucléotidiques des ORFs et ceux en gras indiquent 
le début et la fin des homologies observées. 
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S. thermophilus, S. salivarius et S. vestibularis indiquent que ces trois espèces sont étroitement 
apparentées génétiquement (Kawamura et al., 1995 ; Poyart et al., 1998). 

 
Ainsi, contenu de la proximité phylogénétique de S. thermophilus avec ces deux espèces, 

on ne peut pas exclure que la formation du gène cse ait pu se produire antérieurement à l’émergence 
de l’espèce S. thermophilus. Afin de « dater » la création de ce gène au sein du génome de 
S. thermophilus, une recherche du gène cse dans les génomes de S. salivarius et S. vestibularis a été 
réalisée, en collaboration avec C. Delorme, du laboratoire de Génétique microbienne de l’INRA à 
Jouy-en-Josas. 
 

1.1 Recherche in silico du gène cse dans les génomes de S. salivarius. 
 

Les génomes de deux souches de S. salivarius JIM8777 et JIM8780 ont été séquencés et 
sont actuellement en cours d’assemblage et d’annotation (C. Delorme, communication personnelle). 
Une collaboration a été établie avec C. Delorme et P. Renault permettant d’avoir accès à ces séquences 
afin de rechercher in silico la présence du gène cse au sein de ces deux génomes. 
 

Un blastX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de la séquence nucléotidique du gène 
cse de S. thermophilus LMG18311 sur les séquences génomiques des souches JIM8777 et JIM8780 de 
S. salivarius a révélé deux zones d’homologies partielles sur deux contigs différents (C. Delorme, 
communication personnelle). L’extrémité 3’ du gène cse de la position 1101 à 1446 bp a été révélée 
sur l’un des deux contigs et correspond au domaine CHAP de la protéine PcsB de S. salivarius qui 
présente 93% d’identité avec celui de la protéine Cse de LMG18311. Sur l’autre contig, l’extrémité 5’ 
du gène cse de la position 1 à 613 pb présente 87% d’identité avec celle d’une ORFX inconnue de 
1260 pb codant une protéine putative de 420 aa. 
Le résultat de l’analyse comparative de cette ORF et de ses régions flanquantes avec l’environnement 
génique du gène cse de S. thermophilus LMG18311 est illustré dans la figure 21. 
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L’ORFX de S. salivarius JIM8777 présente un environnement génique similaire à celui du gène cse. 
De plus, cette ORF présente une seconde homologie partielle (de la position 613 à 1260 pb) avec 
l’extrémité 3’ de l’orf1 de S. thermophilus LMG18311 (Figure 21). Ainsi, l’ensemble de ces données 
suggère que ORFX est probablement un gène sip. Un argument en faveur de cette hypothèse est que le 
BlastP (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de la séquence protéique de cette ORFX a révélé une 
homologie sur toute la longueur avec la protéine Sip des streptocoques du groupe B avec 35% 
d’identité et un indice de confiance E-value = 3e-48. Par ailleurs, l’interrogation de la banque de 
données CDD par le logiciel Blast a indiqué la présence d’un domaine LysM du résidu aminé 53 à 96 
à son extrémité N-terminale. 
Ces résultats ont été confirmés avec ceux obtenus pour la souche S. salivarius JIM8780. 
 

Ainsi, cette recherche in silico montre que le gène cse est absent des génomes de 
S. salivarius JIM8777 et S. salivarius JIM8780. Par ailleurs, l’absence du gène cse est corrélée à 
la présence du gène sip renforçant l’hypothèse selon laquelle la création du gène cse résulte de 
l’insertion d’un fragment d’ADN au sein du gène sip. 
 

1.2 Recherche par PCR du gène cse dans le groupe salivarius. 
 

Le fait que le gène cse soit absent des génomes de deux souches de S. salivarius 
appartenant à la collection de souches du laboratoire de Génétique microbienne de l’INRA à Jouy-en-
Josas, nous amène à la question de savoir si cet échantillon de population est représentatif de l’espèce 
S. salivarius. Par conséquent, une recherche du gène cse, par PCR sur colonies, a été réalisée pour 26 
souches de S. salivarius ainsi qu’à 4 souches disponibles de l’espèce S. vestibularis. La présence du 
gène cse a également été recherchée au sein des génomes de 6 souches de S. thermophilus appartenant 
à la collection de souches du laboratoire de Génétique microbienne de l’INRA et considérées comme 
atypique de part leur origine géographique et leur niche écologique très diverses.  

 
Ainsi, la présence du gène cse a été recherchée sur un total de 36 souches appartenant au 

groupe salivarius. Les souches étudiées sont référencées dans le tableau 1. 
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Tableau 1 : Liste des 36 souches testées par PCR 

a Institut National de Recherche Agronomique ; b Centre National de la Recherche Zoologique ; c Collection de 
l’Institut Pasteur ; d Laboratoire de Génétique microbienne de l’INRA de Jouy-en-Josas ; T Souches de référence, 
L’astérisque indique les souches pathogènes.  

 
 
Nom des souches Source Origine 

S. thermophilus   
CNR703 Souche sauvage isolée du lait fermenté Mongolie, Collection INRAa-CNRZb  
CNRZ759 Souche sauvage isolée du yaourt  Bulgarie, Collection INRA-CNRZ  
CNRZ1202 Souche sauvage isolée du yaourt grec  Grèce, Collection INRA-CNRZ  
CNRZ385 Souche sauvage isolée du yaourt Japon, Collection INRA-CNRZ 
CNRZ1592 Souche sauvage isolée du yaourt Allemagne, Collection INRA-CNRZ 
JIM8232 Souche sauvage isolée du lait non pasteurisé  France, Collection INRA-CNRZ 
   
S. salivarius   

CIP53.158 Source non déterminée Etats-Unis, Collection CIPc  
CIP55.126 Source non déterminée France, Collection CIP 
CIP102505 Source non déterminée Etats-Unis, Collection CIP  
CIP102503T Souche sauvage, isolée du sang humain* Etats-Unis, Collection CIP 
CIP1044994 Souche sauvage, isolée du sang humain* France, Collection INRA 
LMG14652 Souche sauvage, isolée du sang humain* Suède, Collection LMGd 
LMG13104 Source non déterminée Allemagne, Collection INRA 
LMG13106 Source non déterminée Royaume-Uni, Collection s LMG  
LMG13108 Source non déterminée Royaume-Uni, Collection LMG 
LMG13109 Source non déterminée Royaume-Uni, Collection LMG  
JIM8421 Souche sauvage isolée du lait maternel Finlande, Collection INRA 
JIM8775 Souche sauvage isolée de la cavité buccale France, Collection INRA 
JIM8777 Souche sauvage isolée de la cavité buccale France, Collection INRA 
JIM8776 Souche sauvage isolée de la cavité buccale France, Collection INRA  
JIM8773 Souche sauvage isolée de la cavité buccale France, Collection INRA  
JIM8771 Souche sauvage isolée de la cavité buccale France, Collection INRA  
JIM8772 Souche sauvage isolée de la cavité buccale France, Collection INRA 
JIM8222 Souche sauvage isolée de la cavité buccale Allemagne, Collection INRA 
JIM8223 Souche sauvage isolée de la cavité buccale Allemagne, Collection INRA 
JIM8224 Souche sauvage isolée de la cavité buccale Allemagne, Collection INRA  
JIM8221 Souche sauvage isolée de la cavité buccale Allemagne, Collection INRA 
CCHSS1 Souche sauvage, isolée du sang humain* France, Hôpital Cochin 
CCHSS2 Souche sauvage, isolée du sang humain* France, Hôpital Cochin 
CCHSS3 Souche sauvage, isolée du sang humain* France, Hôpital Cochin 
CCHSS4 Souche sauvage, isolée du sang humain* France, Hôpital Cochin 
CCHSS7 Souche sauvage, isolée du sang humain* France, Hôpital Cochin 

   
S. vestibularis    
CIP103363T Souche sauvage isolée de la cavité buccale Royaume-Uni, Collection CIP  
CIP105035 Souche sauvage isolée des muqueuses oropharyngées Suède, Collection LMG  
CIP105040 Souche sauvage isolée des muqueuses oropharyngées Suède, Collection LMG 
LMG14647 Souche sauvage isolée des muqueuses oropharyngées Suède, Collection LMG  

 
 

 
 



Résultats 

 - 43 -

Figure 22 : Amplification spécifique du gène cse de S. thermophilus et du gène sip de S. salivarius. 
A. Position des amorces Locus_cse5’, Locus_cse3’, Locus_sip5’ et Locus_sip3’utilisées lors de la réaction 
de PCR. Les modules de chacun des deux gènes sont indiqués. B. Electrophorèse des produits de PCR 
obtenus avec pour matrice l’ADN génomique de S. thermophilus CNRZ368, LMG18311, LMD-9 et 
S. salivarius CIP102503.  
Les amorces Locus_cse5’, Locus_cse3’, Locus_sip5’ et Locus_sip3’ utilisées lors de la réaction de PCR ont 
respectivement pour séquence : 5’ TTTAGCCGATTTGGCTTTTGAAG 3’, 
5’ CCCATTATTTTCTCAGGATGAAT 3’, 5’ TTATTTTTTAAGATCCTCAAC 3’ et 
5’ ATGAGAAAATCCTTTTATACTT 3’. 
* La différence de taille du produit de PCR de l’allèle cse entre les trois souches s’explique par l’important 
polymorphisme de la région centrale du gène cse entre ces souches.
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La recherche du gène cse a été réalisée par PCR en utilisant des amorces spécifiques de 
cse, ainsi que le gène sip dont l’amplification sert de témoin négatif. 
Pour ce faire, plusieurs couples d’amorces ont été testés en utilisant comme matrice, les ADN 
génomiques de S. thermophilus et S. salivarius (résultats non montrés) afin d’exclure toutes amorces 
permettant l’amplification à la fois du gène cse et du gène sip et de conserver uniquement celles 
permettant d’amplifier soit le gène cse ou le gène sip. 
Les couples d’amorces donnant les meilleurs résultats sont le couple Locus_cse5’/Locus_cse3’ 
permettant l’amplification exclusive du gène cse et le couple Locus_sip5’/Locus_Sip3’ amplifiant 
uniquement le gène sip (Figure 22).  
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Tableau 2 : Pourcentage de divergence des allèles cse totalement séquencés de 11 souches de 
S. thermophilus. 

Les numéros en noir indiquent les noms des souches de S. thermophilus. aLes souches CNRZ, bLa souche LMG18311, 
cLa souche de référence ATCC19258 et dLa souche JIM8777. Le pourcentage de divergence a été obtenu par alignement 
2 à 2 des séquences nucléotidiques des gènes cse de S. thermophilus par le programme ClustalW du logiciel BioEdit 
(Thompson et al., 1994). 

Ces deux couples d’amorces ont été utilisés dans les réactions de PCR en utilisant comme 
matrices une colonie de chacune des 36 souches indiquées dans le tableau 1. Comme témoin positif de 
PCR, l’amplification du gène ddlA (459 pb) a été effectuée. Par ailleurs, le séquençage de l’extrémité 
3’ des produits d’amplification a été réalisé pour confirmer la nature des produits de PCR obtenus. 

 
Un produit de PCR correspondant au locus cse a été détecté pour les 6 souches de 

S. thermophilus (CNRZ703, CNRZ759, CNRZ1202, CNRZ385, CNRZ1595 et JIM8232) (résultats 
non montrés) et confirme les résultats obtenus lors d’une étude précédente réalisée sur 19 autres 
souches de S. thermophilus (Borges et al., 2006). Tous les allèles cse de toutes les souches de 
S. thermophilus ont été partiellement (14/25) ou complètement séquencés (11/25). La comparaison des 
séquences nucléotidiques complètement séquencées a indiqué que les allèles cse diffèrent par la taille 
et exhibent une divergence en séquence allant de 3,3% à 24% (Tableau 2). Les différences de 
séquences sont principalement concentrées dans la région centrale nommée « var-cse » et peuvent 
atteindre un taux de divergence maximum de 50%. Au contraire, les régions flanquant la région « var-
cse » sont bien conservées avec un maximum d’identité de 93% et 91% respectivement pour les 
extrémités 5’ et 3’ (Résultats non montrés). 
 
 
 
 

 368a 18311b 445a 19258c 702a 1066a 308a 1402a LMD_9 302a 8232d 
368a  21,7% 9,22% 22,51% 19,65% 18,62% 20,23% 21,8% 21,8% 20,36% 21,29% 
18311b   23,65% 15,52% 13,31% 10,64% 12,73% 3,4% 3,4% 6,67% 15,18% 
445a    23,4% 21,52% 18,89% 22,61% 23,93% 23,93% 22,42% 23,05% 
19258c     10,38% 11,43% 12,32% 15,44% 15,44% 18,23% 14,95% 
702a      9,74% 8,03% 13,64% 13,64% 14,05% 11,75% 
1066a       6,63% 10,62% 10,62% 10,84% 10,34% 
308a        11,62% 11,62% 13,48% 14,23% 
1402a         0% 3,27% 14,23% 
LMD_9          3,27% 14,23% 
302a           16,04% 
8232d            

 
 
 
 
 

En revanche, la recherche des gènes cse et sip au sein des génomes de 17 souches de 
S. salivarius et de 4 souches de S. vestibularis a conduit exclusivement à l’amplification du locus sip 
et démontre l’absence de cse au sein de ces souches. Toutefois, pour 9 autres souches de S. salivarius, 
aucun produit de PCR n’a été obtenu. L’absence de produit de PCR pour ces 9 souches peut 
s’expliquer soit par l’absence du gène sip au sein de leur génome ou encore par la non hybridation des 
amorces Locus_sip5’ et Locus_sip3’ résultant d’un polymorphisme de séquences. 
Les allèles sip de 9 souches de S. salivarius ainsi que ceux de 3 souches de S. vestibularis pris au 
hasard ont été entièrement séquencés et ont révélé moins de 13,4% de divergence (Tableau 3). Le taux 
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Tableau 3 : Résultat du pourcentage de divergence pour les allèles sip séquencés des 12 souches. 

Les numéros en vert et en rouge indiquent respectivement les noms des souches de S. salivarius et S. vestibularis
de la collection JIM du Laboratoire de Génétique microbienne de l’INRA de Jouy-en-Josas. Le pourcentage de 
divergence a été obtenu par alignement 2 à 2 des séquences nucléotidiques des gènes sip de S. salivarius et 
S. vestibularis par le programme ClustalW du logiciel BioEdit (Thompson et al., 1994). 
 

de polymorphisme du gène sip est compatible avec la moyenne des divergences en séquence qui avait 
été obtenu par la technique MLST, méthode de typage basée sur l’identification des variations 
nucléotidiques au sein des gènes de ménages de S. salivarius et S. vestibularis (Delorme et al., 2007). 
 
 
 
 8777 8780 8114 8223 8399 8403 8421 8771 8772 8229 8230 8405 
8777  5,7% 6,34% 4,84% 5,15% 5,01% 4,69% 5,95% 5,86% 6,75% 7,94% 7,94% 
8780   4,54% 4,92% 5,39% 3,92% 5,08% 3,08% 6,64% 6,71% 7,74% 7,74% 
8114    5% 5,47% 2,19% 5,08% 3,08% 6,64% 9,7% 10,7% 7,74% 
8223     0,79% 4,06% 0,32% 5,62% 2,13% 9,29% 10,46% 10,46% 
8399      4,37% 0,47% 5,62% 2,28% 9,21% 10,54% 10,54% 
8403       4,22% 5,4% 5,7% 8,69% 9,86% 9,86% 
8421        5,39% 1,81% 8,90% 10,31% 10,31% 
8771         6,79% 5,93% 7,27% 7,27% 
8772          13,38% 11,71% 11,71% 
8229           1,93% 2,16% 
8230            0,24% 
8405             
 
 
 
 
 

Par ailleurs, les résultats obtenus seraient en concordance avec les récentes analyses MLST 
par Delorme et al. (2007) sur la structure de la population et la diversité génétique au sein du groupe 
salivarius. Les auteurs ont révélé que les deux espèces S. salivarius et S. vestibularis présentent une 
divergence intraspécifique plus importante que l’espèce S. thermophilus suggérant que S. thermophilus 
représente une population clonale qui a récemment émergé du groupe salivarius (Delorme et al., 
2007). 
 
 

Ainsi, l’ensemble de ces résultats montre que la présence du gène cse est restreinte à 
l’espèce S. thermophilus. Par ailleurs, les récentes données concernant l’émergence de 
S. thermophilus (Delorme, 2007), nous permet d’imaginer que la création du gène cse aurait été 
concomitante avec l’apparition de cette espèce dans le groupe salivarius. Ces données permettent 
ainsi de « dater » la création du gène cse chez S. thermophilus qui est estimé à près de 7000 ans 
quand les activités de fabrication de produits laitiers fermentés de l’homme ont commencé 
(Bolotin et al., 2004 ; Fox , 1993).  

En conclusion, le gène cse est le premier exemple de création récente d’un gène 
chimérique fonctionnel apparu au cours de l’évolution du génome de S. thermophilus. 
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Figure 23 : Représentation schématique de l’environnement génique de l’ORF pcsB et de la structure protéique 
de PcsB de S. thermophilus LMG18311. 
A. Environnement génétique du gène pcsB de S. thermophilus LMG18311. Le gène pcsB est précédé par un RBS 
potentiel et  par un promoteur constitué d’une boîte -10 étendue. Le codon d’initiation est un codon ATG. Un 
terminateur de transcription potentiel est situé en aval du gène pcsB. La position des gènes et de leurs signaux de 
transcription et traduction est indiquée par les chiffres. B. Organisation modulaire de la protéine codée par le gène pcsB. 
La position de la séquence signal (PS), de la région conservée et du domaine CHAP est indiquée par les chiffres. De 
même que le site de clivage reconnu par la peptidase signal qui hydrolyse la liaison peptidique entre les résidus 24 et 25. 
Les résidus du site actif du domaine CHAP sont représentés par une étoile rouge. 
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2. Les protéines Cse et PcsB, ont-elles des fonctions cellulaires 
identiques ? 

 
Le gène cse créé par réassortiment de modules est présent dans le génome de toutes les 

souches de S. thermophilus. Ainsi, une question d’importance se pose alors à savoir quelle pression de 
sélection a pu s’exercer ou s’exerce pour permettre le maintien de ce nouveau gène chez 
S. thermophilus. La réponse à cette question revient dans un premier temps à rechercher si ce gène 
nouveau confère ou non une nouvelle fonction à S. thermophilus.  

L’extrémité 3’ du gène cse est homologue à celle du gène pcsB, ayant en commun le 
module codant le domaine CHAP, porteur de l’activité catalytique de la protéine (Borges et al., 2005). 
Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse d’une éventuelle redondance fonctionnelle des protéines Cse 
et PcsB, partageant le même domaine catalytique. Cependant, l’extrémité N-terminale de ces deux 
protéines ne présente pas d’identité de séquences significatives, suggérant que les protéines Cse et 
PcsB pourraient avoir une fonction différente chez S. thermophilus. Si tel est le cas, la création du 
gène cse aurait contribué à l’émergence d’une fonction nouvelle chez S. thermophilus. 

Afin d’étayer cette dernière hypothèse, la construction d’un mutant délété du gène pcsB et 
d’un double mutant ΔΔcse-pcsB de S. thermophilus a été entreprise pour analyser le phénotype associé 
et de le comparer avec celui du mutant Δcse de S. thermophilus. 
 

2.1 Analyse du locus pcsB de S. thermophilus LMG18311. 
 

Le locus pcsB de S. thermophilus LMG18311 dont la séquence génomique est disponible 
dans la banque de données EMBL/GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi) a été 
analysé. L’environnement génique de l’ORF pcsB est illustré dans la figure 23A.  
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L’ORF pcsB, de 1425 pb, est précédée d’un site putatif de fixation de ribosomes (RBS), de 
séquence AAAGGAGTA. Les signaux d’initiation et de terminaison de la transcription ont été 
identifiés. En amont de pcsB, un promoteur potentiel de transcription constitué d’une boîte -10 étendue 
a été retrouvé. De même que le terminateur de transcription potentiel constitué d’une séquence 
pouvant adopter une structure tige-boucle et d’une succession de 9 résidus thymine a été retrouvé 
14 pb en aval du codon stop de l’ORF pcsB. Ces données de séquences suggèrent que l’ORF pcsB 
serait transcrite de façon monocistronique.  

 
Cette ORF code une protéine putative de 474 aa (Figure 23B) dont la masse théorique est 

48,1 kDa et le pI théorique de 4,55. L’analyse de la séquence protéique codée par pcsB, réalisée à 
l’aide du logiciel SignalP3.0 server disponible sur le site http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP, 
révèle la présence, à son extrémité N-terminale, d’une séquence signal potentielle de 25 acides aminés. 
Le logiciel SignalP3.0 prédit également l’existence d’un site de clivage entre les résidus 24 et 25. La 
peptidase signal reconnaît la séquence Val-His-Ala-Gln-Asp et hydrolyse la liaison peptidique entre 
Ala et Gln (Figure 23B) (Nielsen et al., 1997). 

L’interrogation de la banque de données CDD (pour Conserved Domain Database) par le 
logiciel Blast (http : //ncbi.nih.gov/structure/cdd) révèle à son extrémité N-terminale, la présence 
d’une région conservée nommée COG3883 de fonction inconnue, en aval de la séquence signal de la 
position 26 à 214. Cette région s’aligne de façon fiable (Expect 1e-27) avec 38% d’identité en acides 
aminés avec la séquence COG3883. Et à son extrémité C-terminale, le domaine CHAP du résidu 360 à 
473 avec un indice de confiance de 3e-14 et s’aligne avec 37,8% d’identité en acides aminés de la 
séquence pfam05227 (CHAP).  
 

Ainsi, l’analyse in silico de la séquence du gène pcsB de S. thermophilus suggère que 
celui-ci coderait une protéine extracellulaire pouvant également être impliquée dans l’hydrolyse 
du peptidoglycane via son domaine CHAP. 
 

2.2 cse et pcsB, deux gènes de fonction identique ou différente ?  
 

a. Inactivation du gène pcsB chez S. thermophilus. 
 

Afin de savoir si le gène cse confère ou non une fonction nouvelle à S. thermophilus, la 
construction d’un mutant délété de la quasi-totalité du gène pcsB en respectant la phase de lecture a été 
entreprise chez la souche S. thermophilus LMG18311 et le mutant LMG18311Δcse, et ceci par un 
remplacement allélique du gène pcsB avec la mutation ΔpcsB portée par le plasmide pGh9 ::ΔpcsB. 

Néanmoins, malgré de nombreuses tentatives dans différentes conditions testées, aucun 
mutant présentant l’allèle ΔpcsB au locus chromosomique n’a été obtenu pour S. thermophilus 
LMG18311 et LMG18311Δcse, suggérant que le gène pcsB joue un rôle essentiel pour la croissance 
de S. thermophilus et que sa délétion serait létale. 
 

Ainsi, la construction d’un mutant présentant une interruption du gène pcsB a été envisagée 
comme stratégie alternative. L’interruption de pcsB a été réalisée par insertion du plasmide 
pGh9 ::intpcsB (Figure 24A). Ce plasmide porte une région interne spécifique du gène pcsB de 
S. thermophilus, ceci afin d’éviter toutes interruption non spécifique et notamment dans le gène cse. 
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Figure 24 : Interruption du gène pcsB chez S. thermophilus LM18311. 
A. Représentation schématique du plasmide pGh9 ::intpcsB, du gène pcsB et de l’interruptant. B. Profil 
d’hybridation de l’ADN génomique de la souche LMG18311 (WT) et les interruptants de 
LMG18311pGh9 ::intpcsB (pistes n°1 et 2) et de LMG18311ΔcsepGh9 ::intpcsB (pistes n°3 et 4) digéré par 
l’enzyme de restriction claI avec la sonde intpcsB. La sonde correspond à la séquence interne (de la position 22 
à 466) spécifique du gène pcsB. Elle est indiquée par un trait noir-étoile sur la partie A. De même que les sites 
de restriction de l’enzyme claI. L’insertion en tandem du plasmide a été constatée sur les profils d’hybridation. 
La bande correspondante est indiquée par une étoile blanche. 
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Ainsi l’insertion de ce plasmide se fait par recombinaison homologue entre la séquence interne du 
plasmide et celle du gène pcsB sur le chromosome de S. thermophilus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Parallèlement, une stratégie alternative pour l’obtention d’un mutant ΔpcsB a été entreprise 
et consiste au remplacement allélique de la quasi-totalité du gène pcsB en respectant la phase de 
lecture par une cassette de résistance à la spectinomycine. Pour ce faire, le plasmide pGh9 ::ΔpcsB-
spcR a été construit. Ce plasmide porte un gène de résistance à la spectinomycine (spcR) incluant ses 
signaux de transcription, et de part et d’autre de ce gène, des séquences qui sont homologues aux 
régions flanquantes du gène pcsB à déléter (Figure 25A). 
 

Par conséquent, la transformation de S. thermophilus LMG18311 et LMG18311Δcse 
indépendamment avec les plasmides pGh9 ::intpcsB et pGh9 ::ΔpcsB-spcR a été réalisée, suivie de la 
sélection des clones résistants à l’érythromycine pour les interruptants et des clones résistants à la 
spectinomycine pour la délétion du gène pcsB. 
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Figure 25 : Délétion du gène pcsB de S. thermophilus LMG18311. 
A. Représentation schématique de la stratégie de remplacement du gène pcsB par le gène de résistance à la 
spectinomycine (spcR). B. Electrophorèse des produits de PCR réalisés sur l’ADN génomique de la souche 
LMG18311 et des mutants LMG18311ΔpcsB obtenus. Les produits ont été générés à l’aide des amorces 
Locus_pcsB5’ et Locus_pcsB3’. La position des amorces ainsi que la taille des produits de PCR attendue, sont 
indiquées dans la partie A. 

B.

Gel TAE1x 1%

WT 1 14

2,4 Kb

2,2 Kb

2,4 Kb

A.

mreC mreD prsA1spcR

mreC mreD pcsB prsA1

Promoteur

Terminateur

Locus_pcsB5’

Locus_pcsB3’

2,2 Kb

pGh9::ΔpcsB-spcR

6,2 Kb

EmR

SpcR

B.

Gel TAE1x 1%

WT 1 14

2,4 Kb

2,2 Kb

Gel TAE1x 1%

WT 1 14

Gel TAE1x 1%

WT 1 14

2,4 Kb

2,2 Kb

2,4 Kb

A.

mreC mreD prsA1spcR

mreC mreD pcsB prsA1

Promoteur

Terminateur

Locus_pcsB5’

Locus_pcsB3’

Promoteur

Terminateur

Locus_pcsB5’

Locus_pcsB3’

2,2 Kb

pGh9::ΔpcsB-spcR

6,2 Kb

EmR

SpcR

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

L’insertion du plasmide pGh9 ::intpcsB dans le gène pcsB a été vérifiée par la méthode du 
Southern-blotting sur un profil d’hybridation d’ADN génomique de S. thermophilus digéré par 
l’enzyme de restriction ClaI avec la sonde intpcsB (Figure 24A). Des mutants interrompus dans le 
gène pcsB présentant le profil d’hybridation attendu ont été obtenus pour S. thermophilus LMG18311 
et LMG18311Δcse (Figure 24B). 

 
Par ailleurs, la stratégie de remplacement allélique du gène pcsB par la cassette de 

résistance à la spectinomycine a permis l’obtention de deux clones à partir de la souche 
S. thermophilus LMG18311 (Figure 25B). Les mutants LMG18311ΔpcsB présentent un allèle mutant 
constitué des 15 premiers et des 12 derniers codons du gène pcsB, eux-mêmes flanquant le gène de 
résistance à la spectinomycine. Afin de s’assurer de la délétion, l’allèle porteur du remplacement pour 
les deux mutants a été séquencé et n’a présenté aucune mutation ni de décalage du cadre de lecture 
(Résultats non montrés). 

Les tentatives de construction d’un mutant ΔpcsB à partir de la souche S. thermophilus 
LMG18311Δcse, n’ont donné aucun résultat malgré de nombreux essais et ceci dans différentes 
conditions. Inversement, le plasmide pGh9 ::Δcse qui avait servi à la construction du mutant 
LMG18311Δcse (Borges et al., 2005) a été utilisé pour sélectionner la délétion du gène cse chez le 
mutant LMG18311ΔpcsB. De même que précédemment, aucun clone n’a été obtenu. Par conséquent, 
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Figure 26 : Phénotype des interruptants LMG18311pGh9 ::intpcsB, LMG18311ΔcsepGh9 ::intpcsB et du 
mutant LMG18311ΔpcsB.  
Les photographies ont été prises en phase stationnaire après 20h de cultures en HJL à 42°C. Les flèches 
pointent sur des cellules difformes et des entortillements. 
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nous avons entrepris la construction du plasmide pGh9 ::Δcse-CmR. Ce plasmide porte le gène de 
résistance au chloramphénicol et ses signaux de transcription, et de part et d’autre de ce gène, des 
séquences homologues aux régions flanquantes du gène cse à déléter. Le plasmide a été introduit chez 
le mutant LMG18311ΔpcsB et en parallèle au sein de la souche sauvage LMG18311 utilisée comme 
témoin. De nouveau, aucun double mutant n’a été obtenu, tandis que des mutants délétés du gène cse 
et ayant acquis une résistance au chloramphénicol ont été sélectionné à partir de la souche LMG18311 
(Résultats non montrés). 
 

Par conséquent, ces résultats laissent à penser que la délétion concomitante des gènes cse et 
pcsB serait contre sélectionnée chez S. thermophilus. 
 

b. Implication du gène pcsB dans l’organisation des septa chez 
S. thermophilus. 

 
Les mutants LMG18311 et LMG18311Δcse interrompus dans le gène pcsB ont été nommés 

respectivement LMG18311pGh9 ::intpcsB et LMG18311ΔcsepGh9 ::intpcsB. Le phénotype de ces 
deux mutants et du mutant LMG18311ΔpcsB a été observé par microscopie photonique et comparé 
avec ceux de S. thermophilus LMG18311 et LMG18311Δcse (Figure 26).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ces observations montrent que les chaînes de cellules des mutants 
LMG18311pGh9 ::intpcsB et LMG18311ΔpcsB sont caractérisées par la présence de cellules 
anormales d’aspect globulaire et irrégulières (indiquées par les flèches sur la figure 26), alors que les 
chaînes de cellules de S. thermophilus LMG18311 sont le résultat d’enchaînements réguliers de 
diplocoques dont les cellules sont ovoïdes et uniformes. La longueur des chaînes de cellules des 
mutants LMG18311pGh9 ::intpcsB et LMG18311ΔpcsB ne semble pas être significativement 
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Figure 27 : Le gène pcsB est impliqué dans le positionnement et l’orientation des septa chez 
S. thermophilus LMG18311. 
Les photographies ont été prises sur des coupes de cellules au microscope électronique à transmission. 
A= LMG18311 ; B= LMG18311Δcse ; C-E= LMG18311ΔpcsB. Les lettres a et b correspondent 
respectivement au début de l’invagination de la paroi et au septum. Les septa anormaux, de même que les 
invaginations de la paroi positionnées au mauvais endroit sont indiqués par les flèches blanches. 
La barre correspond à 0,5 μm. 
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différente de celle de la souche sauvage (Figure 26). Cependant, il est difficile d’estimer le nombre de 
cellules par chaînes de ces deux mutants dans la mesure où celles-ci sont entortillées sur elles-mêmes. 
Ainsi, l’inactivation du gène pcsB chez S. thermophilus LMG18311 n’induit pas un phénotype 
« longue chaîne de cellules » semblable au mutant Δcse (Figure 26). Par conséquent, le gène pcsB 
n’est pas impliqué dans la séparation des cellules de S. thermophilus. Un argument en faveur de cette 
affirmation est que le mutant LMG18311ΔcsepGh9 ::intpcsB présente à la fois des cellules difformes 
donnant un aspect « torturé » des chaînes de cellules et de longues chaînes de cellules (Figure 26). Par 
conséquent, le phénotype des trois mutants LMG18311pGh9 ::intpcsB, LMG18311ΔpcsB et 
LMG18311ΔcsepGh9 ::intpcsB est très différent de celui du mutant Δcse.  
Une complémentation avec une copie du gène pcsB porté par le plasmide pNST260+ a été réalisée 
chez le mutant LMG18311ΔpcsB. Elle conduit à une restauration du phénotype sauvage (Résultats 
non montrés). 
 

Afin de préciser l’impact de la délétion du gène pcsB sur les chaînes de cellules de 
S. thermophilus LMG18311, une analyse sur des coupes des chaînes de cellules de la souche sauvage 
et des mutants (LMG18311Δcse et LMG18311ΔpcsB) par microscopie électronique à transmission 
(MET) a été réalisée (Figure 27). 
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Ces observations montrent que les cellules du mutant LMG18311ΔpcsB (Figure 27C-E) 
sont très différentes de celles du sauvage (Figure 27A) et du mutant LMG18311Δcse (Figure 27B). 
Les chaînes de cellules du sauvage ou du mutant Δcse résultent de l’enchaînement de deux cellules 
ovoïdes uniformes séparées à l’identique par un septum. Et dans une même cellule, la formation du 
futur site de septation marqué par le début de l’invagination de la paroi est régulière et partage la 
cellule en son centre en deux parties égales au cours de la division cellulaire (Figure 27A et B). 
Dans le cas du mutant LMG18311ΔpcsB, les septa ne sont pas correctement positionnés conduisant à 
un aspect difforme des cellules et à des tailles de cellules variables. Par conséquent, l’orientation des 
plans de septation est altérée expliquant l’aspect « entortillé » des chaînes de cellules des mutants 
LMG18311pGh9 ::intpcsB, LMG18311ΔpcsB et LMG18311ΔcsepGh9 ::intpcsB observé en 
microscopie photonique (Figure 26). De même que le mutant LMG18311ΔpcsB, des observations 
similaires ont été obtenus pour le mutant LMG18311ΔcsepGh9 ::intpcsB en MET (Résultats non 
montrés). Par conséquent, ces résultats suggèrent que le gène pcsB soit impliqué principalement dans 
l’organisation des plans de septation lors de la division cellulaire de S. thermophilus. 
 

Des résultats analogues chez trois streptocoques pathogènes : S. agalactiae, S. mutans et 
S. pneumoniae (Reinscheid et al., 2001 ; Chia et al., 2001 ; Ng et al., 2004) ont déjà été obtenus. Les 
données bibliographiques concernant les streptocoques pathogènes indiquent que l’inactivation du 
gène pcsB conduit également à la présence de cellules difformes et à une mauvaise organisation des 
plans de division. Par ailleurs, ce gène est essentiel à la croissance de ces streptocoques et plus 
particulièrement à S. pneumoniae dont l’inactivation est létale (Ng et al., 2004).  
 

Ainsi, l’ensemble de ces résultats montre que les mutants Δcse et ΔpcsB ont des 
phénotypes différents. Et par conséquent, Cse et PcsB sont des protéines de fonctions cellulaires 
différentes.  
 
 

Ces résultats indiquent que cse est un gène de création récente dans le génome de 
S. thermophilus. Le fait que celui-ci soit absent des génomes de S. salivarius et S. vestibularis, 
espèces les plus proches phylogénétiquement de S. thermophilus, a permis de « dater » la 
création de ce gène chez S. thermophilus. 
Par ailleurs, nous avons montré que les protéines Cse et PcsB ne sont pas des analogues 
fonctionnels. La protéine PcsB est une protéine de division cellulaire, nécessaire au 
positionnement et à l’orientation correcte des septa, tandis que Cse interviendrait dans le 
mécanisme de séparation des cellules de S. thermophilus. Néanmoins, cela n’exclut pas que ces 
deux protéines aient toutes deux une activité d’hydrolyse du peptidoglycane, conférée par leur 
domaine catalytique CHAP.  

En conclusion, le fait que le gène cse ait une fonction différente du gène pcsB suggère 
que la création du gène cse par réassortiment de modules aurait conduit à l’émergence d’une 
protéine de fonction nouvelle chez S. thermophilus. 
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III. Le gène cse code une enzyme de séparation cellulaire chez 
Streptococcus thermophilus. 

 
Article en soumission 

The CHAP domain of Cse functions as an endopeptidase that acts at mature septa to promote 
S. thermophilus cell separation. 
Séverine Layec, Joëlle Gérard, Valérie Legué, Marie-Pierre Chapot-Chartier, Pascal Courtin, 
Frédéric Borges, Bernard Decaris et Nathalie Leblond-Bourget. 
Molecular Microbiology 

 
La division cellulaire dont la plupart des différentes étapes est clairement établie, est un 

processus complexe dans lequel un septum de division est formé au futur site de séparation (pour 
revue Rothfield et al., 1999 ; Errington et al., 2003 ; Buddelmeijer et Beckwith, 2002). Après que la 
scission de la cellule mère en deux cellules filles ait abouti, la disjonction des cellules filles va 
nécessiter un clivage rigoureux et précis du peptidoglycane afin de préserver son intégrité et éviter la 
lyse cellulaire. Dans la littérature, ce processus implique l’action d’hydrolases du peptidoglycane. 
Toutefois, bien qu’un grand nombre d’enzymes capables de cliver les liaisons du peptidoglycane ait 
été identifié jusqu’à ce jour, peu d’entre elles semblent être impliquées dans la séparation des cellules. 
Les gènes codant ces enzymes de séparation cellulaire qui ont été identifiés, sont tous absents du 
génome de S. thermophilus.  

Ainsi, le phénotype « longue chaîne de cellules » du mutant Δcse et le peu de connaissance 
concernant le mécanisme de séparation cellulaire chez les streptocoques, nous a conduit à étudier la 
fonctionnalité de la protéine Cse dans la séparation des cellules de S. thermophilus. 
 
 

Une hypothèse simple concernant le rôle de la protéine Cse serait son implication dans le 
métabolisme du peptidoglycane. Les arguments en faveur de cette hypothèse proviennent de l’analyse 
de la séquence protéique de Cse. En effet, son extrémité C-terminale est caractérisée par la présence 
d’un domaine catalytique, le domaine CHAP (pour Cysteine Histidine dependent 
Aminohydrolase/Peptidase) (Figure 28). Ce domaine est exclusivement retrouvé au sein des protéines 
ayant une activité d’hydrolyse du peptidoglycane (Bateman et Rawlings, 2003). Par ailleurs, son 
extrémité N-terminale est caractérisée par un domaine de liaison à la paroi, le domaine LysM (pour 
Lysine motif) (Figure 28) connu comme étant une caractéristique partagée par de nombreuses 
hydrolases du peptidoglycane (Buist et al., 2008).  
 

Ainsi, l’ensemble de ces données permet de formuler l’hypothèse selon laquelle la protéine 
Cse serait une protéine de surface, probablement liée de façon non covalente à la paroi de 
S. thermophilus et qu’elle hydrolyserait une ou plusieurs liaisons du peptidoglycane qui restent à 
déterminer. 
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Figure 28 : Représentation schématique de l’architecture modulaire de la protéine Cse de S. thermophilus
CNRZ368. 
Le gène cse de S. thermophilus CNRZ368 (1383 pb) code une protéine de 461 acides aminés dont la masse 
moléculaire théorique est de 48,5 kDa et le pI (point isoélectrique) théorique est de 4,04. La région centrale riche 
en motifs répétés est symbolisée par un rectangle nommé « Var ». Les chiffres indiquent la position du peptide 
signal (PS), des domaines et de la région centrale. De même que le site de clivage (Val-His-Ala-Asp-Glu) reconnu 
par la peptidase signal qui hydrolyse la liaison peptidique entre les résidus 28 et 29. Les résidus du site actif du 
domaine CHAP sont représentés par une étoile en rouge. 

Figure 29 : Mise en évidence de l’exportation de la protéine de fusion Cse-ΔSPNuc à l’extérieur des cellules 
de S. thermophilus CNRZ368. 
L’activité nucléasique est visualisée après 2h d’incubation à 37°C grâce au milieu TBD-agar sur des colonies 
cultivées sur milieu TPPY solide supplémenté en érythromycine à 2μg/ml pendant 16h à 37°C. 
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1. Cse est une protéine extracellulaire. 
 

Afin de tester l’hypothèse selon laquelle la protéine Cse serait extracellulaire, le gène cse a 
été fusionné au gène rapporteur nuc, délété de son peptide signal (ΔSPnuc). Ce gène code une nucléase 
de Staphylococcus aureus (Le Loir et al., 1994) dont l’activité enzymatique peut être détectée sur 
milieu TBD-agar contenant de l’ADN de sperme de saumon couplé à du bleu de toluidine. Un halo 
rose est visualisé si la protéine de fusion est excrétée et dégrade l’ADN contenu dans le milieu 
(Lachica et al., 1971).  
Le gène ΔSPnuc qui n’est sous la dépendance d’aucun promoteur, est porté par le vecteur pFUN 
(Poquet et al., 1998). Ainsi, la région contenant le promoteur et le gène cse en entier à l’exception du 
codon stop a été clonée dans le vecteur pFUN pour générer la fusion traductionnelle cse-ΔSPnuc. Le 
plasmide pFUN ::cse qui en résulte a ensuite été introduit dans S. thermophilus CNRZ368.  
Les cellules transformées sont alors étalées sur boîte afin de générer des colonies après incubation à 
30°C qui sont alors recouvertes d’une couche de milieu TBD-agar pour tester leur activité nucléasique 
potentielle.  
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Figure 30 : Phénotype des 
mutants cseΔLysM et 
cseΔCHAP.  
Les photographies ont été prises en 
phase stationnaire après 20h de 
cultures en HJL à 42°C 

Un halo rose est visualisé autour des colonies du transformant CNRZ368+pFUN ::cse 
(Figure 29), indiquant la présence de la protéine de fusion Cse-ΔSPNuc dans le milieu. 
Un témoin négatif a également été effectué par transformation de S. thermophilus CNRZ368 avec le 
plasmide pFUN ::ΔSPcse, contenant la fusion traductionnelle ΔSPcse-ΔSPnuc dans lequel le gène cse 
présente une délétion en phase de lecture de son peptide signal. Dans ce cas, aucun halo autour des 
colonies n’est observé (Figure 29), montrant que l’exportation de la protéine Cse est conférée par son 
peptide signal. 
 

Ainsi, ces résultats indiquent que le gène cse code une protéine extracellulaire : le peptide 
signal de la protéine Cse étant nécessaire à son exportation à l’extérieur de la cellule de 
S. thermophilus. 
 

2. Les domaines LysM et CHAP sont essentiels à l’activité de la 
protéine Cse. 

 
Afin de connaître l’impact des domaines LysM et CHAP dans la fonction de séparation des 

cellules de la protéine Cse, des mutants délétés indépendamment de chacun des deux domaines et 
respectant la phase de lecture du gène cse de S. thermophilus CNRZ368 ont été construits. Les mutants 
cseΔLysM et cseΔCHAP présentent un phénotype « longue chaîne de cellules » semblable au mutant 
délété du gène cse, Δcse (Figure 30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Par ailleurs, les chaînes de cellules des mutants cseΔLysM et cseΔCHAP sont constituées 

en moyenne de 400 cellules, contre en moyenne 40 cellules pour les chaînes de cellules de la souche 
sauvage. 
La complémentation de ces mutants à l’aide d’un plasmide porteur du gène cse permet de restaurer le 
phénotype « courte chaîne de cellules » semblable au sauvage (Résultats non montrés).  
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Figure 31 : Influence de la délétion de la région centrale sur l’activité de séparation des cellules. 
Les photographies ont été prises en phase stationnaire après 20h de cultures en HJL à 42°C. 

 
Ainsi, la délétion des domaines LysM et CHAP a contribué à une perte de l’activité de 

séparation des cellules chez S. thermophilus suggérant que ces deux domaines sont essentiels à 
l’activité de la protéine Cse. 
 

3. La région centrale n’est pas essentielle à l’activité de Cse. 
 

Une autre caractéristique intéressante de la protéine Cse, concerne sa région centrale 
nommée « Var » riche en motifs répétés. L’interrogation des banques de données, en prenant pour 
cible cette région centrale n’a pas permis de révéler de domaine connu ni d’homologie de séquence. 
Afin de savoir si la région centrale est importante pour la fonction de Cse, la construction d’un mutant 
délété à 80% de cette région, en respectant la phase de lecture du gène cse de S. thermophilus 
CNRZ368 a été réalisée. Le mutant cseΔVar qui en résulte, présente un phénotype dont les chaînes de 
cellules sont plus courtes que celles du mutant Δcse (Figure 31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La distribution du nombre de cellules par chaînes indique que 20% des chaînes de cellules 
du mutant cseΔVar sont constituées de plus de 200 cellules, contre 78% des chaînes de cellules du 
mutant Δcse (Figure 32). Par conséquent, contrairement aux mutants cseΔLysM et cseΔCHAP, la 
délétion partielle de la région centrale n’a pas conduit à la perte de l’activité de Cse dans la séparation 
des cellules de S. thermophilus.  

Par ailleurs, seulement 24% des chaînes de cellules du mutant cseΔVar sont constituées de 
moins de 40 cellules contre 70% pour les chaînes de cellules de la souche sauvage (Figure 32). Ainsi, 
cette délétion ne s’est pas non plus traduite par un phénotype « courte chaîne de cellules » semblable 
au phénotype sauvage.  
En revanche, 56% des chaînes de cellules du mutant cseΔVar comptent 41 à 200 cellules, se traduisant 
par un phénotype dit « intermédiaire » entre le phénotype « courtes chaînes de cellules » de la souche 
sauvage et le phénotype « longues chaînes de cellules » que l’on observe pour les mutants Δcse, 
cseΔLysM et cseΔCHAP. 
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Figure 32 : Distribution 
du nombre de cellules par 
chaînes du mutant 
cseΔvar. Le comptage a 
été réalisé sur trois 
expériences indépendantes 
d’une culture en phase 
stationnaire après 20h 
d’incubation en HJL à 
42°C. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ainsi, le fait que la délétion de la région centrale n’ait pas conduit à perte de la 
fonction de séparation des cellules suggère que cette région ne soit pas indispensable à l’activité 
de la protéine Cse. 
 

4. Cse est une protéine de surface. 
 

Les données bibliographiques concernant le domaine LysM indiquent qu’il présente une 
structure secondaire de type βααβ d’environ 40 acides aminés (Bateman et Bycroft, 2000). Ce 
domaine constitue un domaine de liaison non covalent, des protéines à la surface des cellules 
bactériennes (Joris et al. 1992 ; Steen et al., 2003).  

Le fait que la protéine Cse soit extracellulaire et qu’elle possède le domaine LysM à son 
extrémité N-terminale, suggère que cette dernière serait liée à la surface des cellules de 
S. thermophilus. Afin de tester cette hypothèse, la localisation de la protéine Cse a été étudiée à la 
surface des cellules de S. thermophilus CNRZ368 par immunofluorescence et immunogold.  
Pour cela, dans un premier temps, des anticorps dirigés contre Cse, et plus précisément contre 
l’extrémité N-terminale de la protéine Cse (du résidu aminé 1 à 183) ont été produits. C’est ainsi que 
le plasmide pET15b ::lysMCse a été construit pour exprimer la protéine recombinante LysMCse-His6. 
Cette protéine couplée à une queue de 6 résidus histidines à l’extrémité N-terminale a été purifiée par 
chromatographie d’affinité sur résine Ni2+ en conditions natives. Puis celle-ci est injectée à un lapin 
afin d’obtenir des anticorps anti-LysMCse dirigés contre la protéine Cse.  
Les signaux de fluorescence (Figure 33) montrent que la protéine Cse est une protéine de surface liée à 
la paroi de S. thermophilus uniquement au niveau des septa matures (indiqués par les flèches sur la 
chaîne de cellules de S. thermophilus CNRZ368).  
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Figure 33 : Immunolocalisation de la protéine Cse à la surface des cellules de S. thermophilus
CNRZ368. 
A1. La photographie des chaînes de cellules de S. thermophilus a été prise en phase de contraste au 
microscope confocal à balayage laser. A2. La protéine Cse est révélée par marquage en immunofluorescence 
avec les anticorps Alexa-fluor488 qui s’hybrident sur les anticorps primaire, anti-LysMCse.  
La barre correspond à 25 μm. 

0,5 μm0,5 μm

Figure 34 : Localisation de Cse  sur le lien fin de 
peptidoglycane reliant deux cellules. 
La localisation de la protéine Cse est indiquée par des 
flèches pointées sur les grains d’or couplés aux anticorps 
secondaires qui se sont hybridés aux anticorps anti-
LysMCse. Cette photographie a été prise en microscopie 
électronique à transmission. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ainsi, Cse présente une localisation spécifique. Contrairement aux protéines de surface à 
domaine LysM telles que AcmA de L. lactis et Sip de S. agalatiae qui ont une localisation aux pôles 
cellulaires (Steen et al., 2005 ; Rioux et al., 2001), Cse est exclusivement localisée au niveau des septa 
matures des chaînes de cellules de S. thermophilus (Figure 33).  
 

Les observations réalisées par microscopie électronique révèlent que les cellules filles sont 
connectées entre-elles par un pont constitué de peptidoglycane (Tomasz et Fischer, 2000) : leur 
séparation nécessitant vraisemblablement la rupture du lien reliant les deux cellules. 
Le fait que l’on retrouve la protéine Cse au niveau des septa matures, c’est-à-dire au niveau du lien de 
peptidoglycane extrêmement fin entre deux cellules (Figure 34), suggère que Cse agisse probablement 
par clivage du peptidoglycane de ce lien fin. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ainsi, ces résultats montrent que Cse est une protéine liée à la surface des cellules de 
S. thermophilus via son domaine LysM. Par ailleurs, l’étude de la localisation de la protéine Cse 
a révélé que celle-ci est localisée spécifiquement au niveau des septa matures de S. thermophilus, 
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suggérant que Cse serait vraisemblablement nécessaire aux étapes tardives de la séparation des 
cellules.  
 

5. Cse a une activité d’hydrolyse du peptidoglycane.  
 

La présence du domaine CHAP est une caractéristique partagée par des protéines ayant une 
activité d’hydrolyse du peptidoglycane (Bateman et Rawlings, 2003). Les données bibliographiques 
concernant le domaine CHAP indiquent que celui-ci présente deux résidus conservés du site actif : une 
cystéine et une histidine qui sont également retrouvés au sein de la structure primaire du domaine 
CHAP de la protéine Cse (Cys359 et His412).  
Par ailleurs, la délétion du domaine CHAP ou la mutagenèse ciblée des résidus cystéine et histidine 
conservés a révélé une perte d’activité des hydrolases du peptidoglycane des phages φ11 des 
staphylocoques (Navarre et al., 1999), B30 de S. agalactiae (Pritchard et al., 2004 ; Donovan et al., 
2006) et PlyC des streptocoques (Nelson et al., 2006). De plus, il a été démontré que le domaine 
CHAP est impliqué dans le clivage de liens du peptidoglycane. Cependant, les liaisons peptidiques 
clivées par le domaine CHAP des protéines φ11, Sle1 de Staphylococcus aureus et B30 de 
S. agalactiae ne sont pas les mêmes (Navarre et al., 1999 ; Kajimura et al., 2005 ; Baker et al., 2006). 

Ainsi, le fait que ce domaine soit retrouvé dans la protéine Cse, suggère que Cse serait 
probablement une hydrolase du peptidoglycane. Afin de confirmer cette hypothèse, l’étude de 
l’activité catalytique de la protéine Cse a été entreprise et la spécificité de clivage de Cse au sein de la 
paroi de S. thermophilus a été recherchée. 
 

5.1 Mise en évidence de l’activité d’hydrolyse du peptidoglycane de Cse 
 

La technique la plus couramment employée pour démontrer l’activité d’hydrolyse du 
peptidoglycane est la technique SDS-PAGE (pour Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel 
Electrophoresis) renaturante. Il s’agit d’un gel de polyacrylamide-SDS incluant un substrat rendant le 
gel opaque. Ce substrat peut être soit des cellules bactériennes lyophilisées et autoclavées ou une 
préparation de paroi purifiée. Après migration des extraits protéiques, les gels sont traités par un 
tampon de renaturation. Si une hydrolase du peptidoglycane se renature de façon native, elle pourra 
potentiellement entraîner la lyse des cellules ou paroi incluses dans le gel et un éclaircissement 
localisé à l’endroit de migration de la protéine hydrolytique sera observé. 

De nombreux essais de zymogramme ont été réalisés avec la protéine Cse en entier dans 
différentes conditions expérimentales. Cependant, toutes les tentatives ont échouées. N’arrivant pas à 
exprimer la protéine Cse entière à un niveau suffisant pour détecter son activité lytique, nous avons 
alors cherché à exprimer l’extrémité C-terminale (du résidu 341 à 361) contenant uniquement le 
domaine catalytique, CHAP de la protéine Cse de S. thermophilus CNRZ368.  

Afin d’étudier l’activité d’hydrolyse du peptidoglycane de Cse par la technique SDS-
PAGE renaturante, la construction du plasmide pET15b ::chap a été réalisée pour exprimer la protéine 
recombinante CHAP-His6 possèdant une queue histidine en N-terminale facilitant sa purification. Le 
taux de pureté de la protéine recombinante a été estimé à plus de 96% sur gel SDS-PAGE après 
coloration au bleu de Coomassie (Figure 35A, piste 5). Par ailleurs, la séquence protéique de la 
protéine recombinante de 15,1 kDa a été confirmée par analyse des spectres obtenus en HPLC-UV 
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Figure 35 : Mise en évidence de l’activité lytique de 
la protéine recombinante CHAP-His6. A. 
Electrophorèse SDS-15% PAGE et coloration de bleu 
de Coomassie. B. Electrophorèse SDS-15% PAGE 
renaturante. Le gel contient 0,2% [wt/vol] des cellules 
autoclavées de M. lysodeikticus ATCC 4698 comme 
substrat. La renaturation a été réalisée en tampon 
25mM de sodium citrate/50 mM de sodium phosphate 
pH 4 additionné de 0,2% de triton_X100. La zone 
d’éclaircissement a été visualisée après coloration avec 
une solution de bleu de méthylène+ KOH. 
Les pistes 1 et 2 correspondent aux extraits protéiques 
de la fraction insoluble et soluble respectivement du 
témoin négatif (E. coli BL21(DE3) + pET15b) ; les 
pistes 3 et 4 à des extraits protéiques de la fraction 
insoluble et soluble de E. coli exprimant la protéine 
recombinante et la piste 5 à la protéine recombinante 
purifiée. 

après digestion de la protéine CHAP-His6 avec la trypsine selon le protocole décrit dans la littérature 
(Miclo et al., 1995 ; Perrin et al., 1995) et par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Ultraflex de 
Bruker Daltonics) (résultats non montrés).  
 

Ainsi, des tests d’activité d’hydrolyse de la protéine recombinante CHAP-His6 sur des gels 
SDS-15% PAGE contenant comme substrat des cellules lyophilisées et autoclavées de 
Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698 (Sigma) et du mutant Δcse de S. thermophilus CNRZ368 ont 
été réalisés. Cette activité s’est traduite par l’apparition d’une zone d’éclaircissement correspondant à 
la lyse des cellules de M. lysodeikticus (Figure 35B, Pistes 3 à 5) ou de S. thermophilus au niveau de la 
co-migration de la protéine recombinante (~ 15 kDa) sur le gel SDS-15% PAGE. 
 

L’activité de la protéine recombinante CHAP-His6 n’a été détectée qu’à pH 4 et pH 4,5 
avec 25mM de sodium citrate/50mM de sodium phosphate ou 50mM de KH2PO4 de tampon 
additionné de 0,2% Triton-X100 après 16h de renaturation à 30°C.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cependant, le fait que la protéine recombinante CHAP-His6 présente une activité lytique 
avec des cellules lyophilisées et autoclavées comme substrat, ne prouve pas qu’elle agisse 
spécifiquement sur la paroi bactérienne. Par conséquent, une expérience de SDS-PAGE renaturante 
avec cette fois-ci 0,8 mg de paroi purifiée du mutant S. thermophilus Δcse comme substrat, a été 
réalisée dans les mêmes conditions que précédemment. 
L’activité d’hydrolyse de la protéine recombinante CHAP-His6 sur la paroi du mutant Δcse s’est 
traduite par la détection d’une zone d’éclaircissement (Figure 36) confirmant ainsi que cette protéine 
recombinante présente bien une activité d’hydrolase du peptidoglycane. 
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Figure 36 : Détection de l’activité d’hydrolyse du peptidoglycane de 
la protéine recombinante CHAP-His6 sur la paroi de 
S. thermophilus Δcse. L’expérience a été réalisée par électrophorèse 
SDS-15% PAGE renaturante contenant de la paroi purifiée. La 
renaturation a été effectuée en tampon 25 mM de sodium citrate/50 
mM sodium phosphate pH 4,0 additionné de 0,2% de Triton_X100 
pendant 16h à 30°C.  

Figure 37 : Spécificité de clivage des hydrolases du peptidoglycane au sein de la paroi bactérienne. 
Le peptidoglycane est un polymère constitué d’un motif de base composé de N- acétylglucosamine (GlcNAc) 
et de l’acide N-acétylmuramique (MurNAc) reliés ensemble par une liaison glycosidique de type β (1→4). A 
ces unités sont attachées des chaînes peptidiques latérales dont la séquence est L-ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-(D-
Ala) pour la plupart des bactéries à coloration Gram positive, à l’exception de Bacillus et Listeria où le résidu 
Lys est remplacé par le résidu acide méso-diaminopimélique (mDAP). Ces chaînes latérales sont reliées par 
un pont interpeptidique qui est représenté par un trait en pointillé puisque sa structure est très variable 
(Scheilfer et Kandler, 1972).   
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Ainsi, ces résultats confirment que la protéine Cse est bien une hydrolase du 
peptidoglycane dont l’activité est conférée par son domaine catalytique, CHAP. 
 

5.2 Spécificité de clivage du peptidoglycane du domaine CHAP 
 

Les hydrolases du peptidoglycane peuvent être classées en cinq classes selon la spécificité 
de la liaison qu’elles hydrolysent au sein du peptidoglycane (Figure 37) (Ghuysen 1968 ; Shockman et 
Barrett, 1983 ; Shockman et Höltje 1994).  
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Figure 38 : Détection de l’activité d’hydrolyse du peptidoglycane de 
la protéine recombinante CHAP-His6 sur la paroi de B. subtilis.
L’expérience a été réalisée par électrophorèse SDS-15% PAGE 
renaturante contenant de la paroi purifiée. La renaturation a été 
effectuée en tampon 25 mM de sodium citrate/50 mM sodium 
phosphate pH 4,0 additionné de 0,2% de Triton_X100 pendant 16h à 
30°C.  

Parmi ces différentes classes, on distingue les N-acétylmuramoyl-L-alanine amidases (ou 
amidases) qui clivent la liaison amide entre le groupe lactyl de l’acide N-acétylmuramique et le 
premier résidu de la chaîne peptidique latérale, le résidu L-alanine. Les N-acétylglucosaminidases et 
les N-acétylmuramidases hydrolysent quant à elles, la liaison glycosidique β (1→4) entre les unités 
disaccharidiques du peptidoglycane (Figure 37). On trouve également les carboxypeptidases qui 
clivent les liaisons peptidiques entre les résidus L-diA (L-Lys ou mDAP) et D-Ala qui le suit ou entre 
les deux résidus D-Ala des chaînes latérales. Et enfin, les endopeptidases qui sont capables 
d’hydrolyser les liaisons peptidiques de la chaîne latérale et du pont interpeptidique (Figure 37). 
 

Afin de connaître à quelle classe d’hydrolases du peptidoglycane, la protéine Cse 
appartient, nous avons cherché à déterminer la spécificité de clivage de la protéine recombinante 
CHAP-His6, en collaboration avec Marie-Pierre Chapot-Chartier et Pascal Courtin du laboratoire de 
Biochimie bactérienne de l’INRA à Jouy-en-Josas.  
En absence de données de cartographie de la paroi de S. thermophilus, une alternative était de tester 
l’activité de Cse sur le peptidoglycane de Bacillus subtilis dont la structure est connue (Atrih et al., 
1999). Cela nécessitait donc dans un premier temps de déterminer si le domaine CHAP de la protéine 
Cse était capable d’hydrolyser la paroi de B. subtilis. Pour ce faire, l’activité d’hydrolyse du 
peptidoglycane de la protéine recombinante a été testée sur la paroi purifiée de B. subtilis en SDS-15% 
PAGE renaturante dans les mêmes conditions que celles décrites dans le paragraphe 5.1. Ceci a permis 
de détecter une bande d’activité sur gel (Figure 38) indiquant que le domaine CHAP de Cse est 
capable d’hydrolyser le peptidoglycane de B. subtilis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Afin de déterminer le site de clivage de la protéine Cse, les muropeptides obtenus par 
digestion de la paroi de B. subtilis avec la protéine CHAP-His6 ont été séparés par RP-HPLC et 
analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Les résultats obtenus ont révélé que la protéine 
recombinante coupe la liaison peptidique entre le résidu acide méso-diaminopimelique et le résidu 
alanine (Figure 39). Ainsi, ces résultats indiquent que la protéine recombinante a une activité 
endopeptidase. Après analyse des muropeptides, la liaison peptidique clivée par le domaine CHAP de 
la protéine Cse se trouve soit au niveau du pont interpeptidique ou au niveau de la chaîne peptidique 
latérale (Figure 39).  
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Figure 40 : Structure des trois muropeptides de S. thermophilus. 
Le muropeptide 1 correspond au dimère DS-Tetra AA-DS-Tetra-AAa ; le muropeptide 2 correspond au dimère 
DS-Penta-AAa-DS-TetraAAa et le muropeptide 3 correspond au trimère DS-Penta-AAa-DS-Tetra-AAa-DS-
Tetra-AAa. DS= disaccharides GlcNAc-MurNAc ; Tetra = L-Ala-Dγ-Gln-L-Lys-D-Ala ; Penta = L-Ala-Dγ-Gln-
L-Lys-D-Ala-D-Ala ; AA = L-Ala-L-Ala et a = amidation. 
Les muropeptides correspondent aux pics 1, 2 et 3 de la figure 41. 
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Cependant, d’après Scheilfer et Kandler (1972), le peptidoglycane des streptocoques est 
dépourvu du résidu acide méso-diaminopimélique. Les chaînes peptidiques latérales sont constituées 
par l’enchaînement L-Ala-D-Gln-L-Lys-D-Ala-(D-Ala). Par analogie avec le peptidoglycane de 
S. agalactiae (Scheilfer et Kandler, 1972), il est probable que les chaînes peptidiques latérales de 
S. thermophilus soient reliées par un pont interpeptidique constitué de 2 ou 3 résidus L-Ala reliant le 
résidu D-Ala en position 4 d’une chaîne au résidu L-Lys en position 3 d’une autre chaîne. 
 

Afin de déterminer le site de clivage du peptidoglycane de S. thermophilus, la paroi 
purifiée du mutant S. thermophilus Δcse a été digérée par la mutanolysine de 
Streptomyces globispirus. Les produits de digestion qui en résultent ont été analysés par RP-HPLC, et 
trois muropeptides identifiés par spectrométrie de masse MALDI-TOF ont été retenus (Figure 40) et 
digérés par la protéine recombinante CHAP-His6.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 39 : Site de clivage de la protéine 
recombinante CHAP-His6 sur la paroi de 
B. subtilis. Les deux possibilités de liaison 
clivée par la protéine recombinante sont 
indiquées par les flèches. 
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Figure 41 : Profil d’élution chromatographique des trois muropeptides issus de la digestion par la 
protéine recombinante CHAP-His6. 
Les trois muropeptides testés sont le dimère DS-Tetra-AA-DS-Tetra-AAa (pic 1), le dimère DS-Penta-AAa-
DS-Tetra-AAa (pic 2) et le trimère DS-Penta-AAa-DS-Tetra-AAa-DS-Tetra-AA (pic 3). Les produits de 
digestion sont les monomères DS-Tetra-AAa (pic 4) et DS-Penta-AAa (Pic 5) et des dimères lors de 
digestions partielles. DS = disaccharide GlcNAc-MurNAc ; Tetra = L-Ala-Dγ-Gln-L-Lys-D-Ala ; Penta = L-
Ala-Dγ-Gln-L-Lys-D-Ala-D-Ala ; AA = L-Ala-L-Ala et a signifie amidation. 

Figure 42 : Structure des produits de digestion correspondant aux pics 4 et 5 après hydrolyse des trois 
muropeptides par le domaine CHAP de la protéine Cse.  
Le muropeptide correspondant au pic 4 est un monomère DS-Tetra-AAa, tandis que le muropeptide du pic 5 
correspond au monomère DS-Penta-AAa.  
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Les produits de digestion de ces trois muropeptides par la protéine recombinante CHAP-His6 ont été 
analysés par RP-HPLC et identifiés par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 41). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ces résultats montrent que la protéine recombinante CHAP-His6 est capable d’hydrolyser ces trois 
muropeptides issus de la paroi de S. thermophilus. La structure des produits de digestion qui en résulte 
est schématisée dans la figure 42. 
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Figure 43 : Site de clivage de la protéine recombinante CHAP-His6 sur la paroi de S. thermophilus.  
La liaison peptidique hydrolysée par la protéine recombinante est indiquée par la flèche. 

L’analyse de ces résultats révèle que le domaine CHAP de Cse a une activité endopeptidase. Il clive la 
liaison peptidique entre le résidu D-alanine de la chaîne peptidique latérale et le résidu L-alanine du 
pont interpeptidique du peptidoglycane de S. thermophilus (Figure 43). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ainsi, ces résultats indiquent que la protéine recombinante CHAP-His6 hydrolyse la 
liaison peptidique du pont interpeptidique. Par conséquent, la protéine Cse est une  D-Alanyl-L-
Alanine endopeptidase dont l’activité est conférée par le domaine CHAP.  
 
 
 

Le gène cse code l’enzyme majeure qui assure la séparation des cellules chez 
S. thermophilus. Il s’agit d’une endopeptidase qui catalyserait vraisemblablement l’ultime étape 
de la séparation des cellules, au niveau des septa matures. Par conséquent, la séparation des 
cellules est un processus actif qui nécessite l’action d’hydrolases du peptidoglycane agissant non 
pas sur tout le pourtour des cellules mais à un endroit précis ciblant le site de séparation des 
cellules filles. 
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The CHAP domain of Cse functions as an endopeptidase that acts at 
mature septa to promote Streptococcus thermophilus cell separation. 
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SUMMARY 

 
Cell separation is dependent on cell wall hydrolases that cleave the peptidoglycan shared 

between daughter cells. In Streptococcus thermophilus, this step is performed by the Cse protein 
whose depletion resulted in the formation of extremely long chains of cells. Cse, a natural chimeric 
enzyme created by domain shuffling, carries at least two important domains for its activity: the LysM 
expected to be responsible for the cell wall-binding and the CHAP domain predicted to contain the 
active center. Accordingly, the localization of Cse on S. thermophilus cell surface has been undertaken 
by immunogold electron and immunofluorescence microscopies using of antibodies raised against the 
N-terminal end of this protein. Immunolocalization shows the presence of the Cse protein at mature 
septa. Moreover, the CHAP domain of Cse overexpressed in Escherichia coli exhibits a lytic activity 
on the cell wall of several Gram-positive bacteria, including S. thermophilus. Additionally, RP-HPLC 
analysis of muropeptides released from Bacillus subtilis and S. thermophilus cell wall after digestion 
with the CHAP domain shows that Cse is a peptidoglycan hydrolase that can function as an 
endopeptidase. Altogether, these results suggest that Cse is a major cell wall hydrolase involved in 
daughter cell separation of S. thermophilus. 
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INTRODUCTION  
 
Cell separation can be defined as the mechanism needed to disconnect the two new daughter 

sacculi after the cell division is completed (or at the very late step of cell division). This is still a 
poorly understood process that requires the involvement of peptidoglycan hydrolases (PGHs). Cell 
separating PGHs were mostly identified by phenotypic analysis, their absence resulting in the 
formation of chains of unseparated cells (Borges et al., 2005; Buist et al., 1995; Fukushima et al., 
2006; Garcia et al., 1999; Heidrich et al., 2001; Margot et al., 1998; Margot et al., 1999; Yoshimura et 
al., 2006) or in a highly aggregated phenotype (Kajimura et al., 2005). In Streptococcus thermophilus, 
the deletion of cse led to a dramatic increase of the chain length indicating that Cse is the key 
S. thermophilus cell separating enzyme (Borges et al., 2005).  

The Cse protein consists of four regions: a signal peptide and a LysM domain at its N-
terminus, a catalytic domain at its C-terminus, both domains being separated by a central variable 
region (Borges et al., 2005; Borges et al., 2006). The LysM motif functions as a general peptidoglycan 
binding module (Eckert et al., 2006; Steen et al., 2005a) that may play important roles in appropriate 
localization and/or recognition of substrates (Fukushima et al., 2006; Kajimura et al., 2005; Steen et 
al., 2005a; Yamamoto et al., 2003).  

The C-terminal catalytic domain of Cse carries a putative Cysteine, Histidine-dependent 
Amidohydrolases/Peptidases (CHAP) domain conferring to the protein a potential catalytic activity 
(Borges et al., 2005; Layec et al., 2008a). Point mutation of the conserved Cys and His residues or 
total deletion of this domain reveals that it retains peptidoglycan hydrolase activity (Donovan et al., 
2006; Navarre et al., 1999; Nelson et al., 2006; Pritchard et al., 2004; Yokoi et al., 2005).  

Among the Firmicutes, few bacterial and phage-encoded CHAP proteins have been 
characterized and participate either in cell division (Chia et al., 2001; Mattos-Graner et al., 2006; Ng 
et al., 2004; Reinscheid et al., 2001) daughter cell separation (Borges et al., 2005; Kajimura et al., 
2005) or in cell lysis (Donovan et al., 2006; Huard et al., 2003; Navarre et al., 1999; Pritchard et al., 
2004; Yokoi et al., 2005). 

 
By analogy with other cell separating enzymes and taking into account the involvement of 

Cse in cell disconnection, we postulate that Cse is a peptidoglycan hydrolase probably acting at cell 
separation sites. However, there has been no direct evidence concerning either the Cse catalytic 
activity or its localization at the Streptococcus thermophilus cell surface. In the present report, we 
provide genetic and biological evidence that Cse separates daughter cells by cleaving the bond 
between D-Ala of the stem peptide and L-Ala of the cross-bridge in S. thermophilus peptidoglycane at 
mature septa.  
 
 
RESULTS 
 
The LysM and CHAP domains are essential for Cse cell separating activity. 

To get more insight into the biological role of the LysM and CHAP domains of the Cse 
protein, in frame deletion mutants were constructed resulting in the cseΔLysM and cseΔCHAP mutant 
strains (Fig. 1A). Visual inspection of overnight standing HJL cultures revealed that turbidity in the 
cultured medium was only observed for the CNRZ368 control strain whereas the cells of the Δcse, 
cseΔLysM and cseΔCHAP mutants all flocculate at the bottom of the tube (Fig. 1B). To determine if 
the sedimentation properties of these mutants correlate with an increase of their chain length, aliquots 
of each culture were observed under light microscopy followed by the counting of the number of cells 
per chain. As observed in figure 1C, chains of the wild-type strain were rather small since 70% of 
them were constituted by less than 40 cells. By contrast, chains of the 3 cse deletion mutants were 
mostly composed of more than 201 cells. Complementation experiments were performed by 
transformation of the cseΔLysM and cseΔCHAP mutants with pNST260+::cse, a vector containing an 
intact copy of cse that we developed previously (Borges et al., 2005). Complemented strains exhibited 
a wild-type phenotype with respect to the number of cells per chain and to the sedimentation property 
while the negative control maintained a mutant phenotype (data not shown). Thus, deletion of the 
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LysM or the CHAP domain of the cse gene had a clear effect on the chain length indicating that both 
domains were required for Cse efficient cell separation activity. 
 
Cse is not involved in cell wall synthesis at septa. 

In a previous work, we demonstrated that the catalytic CHAP module of cse is homologous 
to that of the pcsB gene of group B streptococci (GBS) (Borges et al., 2005). Downexpression of pcsB 
from Streptococcus pneumoniae and Streptococcus agalactiae resulted in the formation of cell with 
abnormal morphology and led to uncontrolled cell wall synthesis at misplaced septa (Ng et al., 2004; 
Reinscheid et al., 2001). In Streptococcus mutans, the homolog of PcsB is GbpB an essential protein 
involved in peptidoglycan synthesis and cell division (Chia et al., 2001; Mattos-Graner et al., 2006).  

Transmission electron microscopy of both the wild-type and the Δcse mutant revealed that 
they formed linear chains that appeared like linear necklaces of diplococcal cells (Fig. 2). As observed 
for S. pneumoniae, progression of the S. thermophilus septum synthesis is materialised by three kinds 
of septa (Fig. 2C and F): (i) nascent septum (a) located equidistant from the cell poles and initiated by 
the constriction ring, (ii) intermediate septum (b) generated by further constriction of the cell walls and 
(iii) mature septum (c) observed at the end of the division process and corresponding to an extension 
of the septum holding daughter cells together. No impairment of the septum formation was observed 
in the Δcse mutant suggesting that Cse had no role in cell wall synthesis at septa. The only difference 
between the Δcse mutant (Fig. 2A to C) and the wild type strains (Fig. 2D to F) is the regularity of the 
cell morphology. The mutant displayed a regular succession of diplococcal cells with mature septa (c) 
found every four cells. This suggests a better synchronization of the mutant cell division compared to 
wild-type. 

Since deletion of cse led to a dramatic reduction of daughter cell separation and because the 
material linking daughter cells was expected to be peptidoglycan, we postulate that Cse acts as a late 
peptidoglycan hydrolase that is able to bind S. thermophilus cell surface and separate divided cells.  

 
Localization of Cse and its derivatives on the cell surface.  

In a previous study, we demonstrate that Cse is an extracellular protein whose export is 
signal peptide dependent (Borges et al., 2005). Moreover, a search of the Conserved Domain Database 
shows that the N-terminal parts of Cse contain a LysM domain potentially involved in Cse attachment 
to the cell wall. Thus, to visualize the specific localization of Cse on the S. thermophilus cell surface, 
we utilized immunogold electron microscopy. Antibodies were raised only against the N-terminal end 
of Cse (from 1 to 183 aa) to avoid the simultaneous detection of Cse and PcsB sharing the same C-
terminal end (Borges et al., 2005). The amino-acid sequence of Cse from position 1 to 183 was used in 
a BLASTP search against the genome of S. thermophilus LMG18311 and allowed the retrieval of Cse 
exclusively. As shown in figure 3, the labelled gold particles were localized on the fine link 
connecting daughter cells and within adjacent cell poles (Fig. 3A and B). However, because of the 
darkness of the cells, we could not determine if labelled particles were present elsewhere. We used 
next immunofluorescence microscopy on the wild-type strain, and confirmed that Cse binding was 
highly localized at mature septa with no or little Cse protein at nascent septa (Fig. 4A2 and E2). No 
fluorescence was detected on the cseΔlysM mutant (Fig. 4C) or on the wild-type strain stained with 
preimmue serum (Fig. 4B) used as negative controls. Fluorescence analysis of the cseΔCHAP mutant 
(Fig. 4D) showed that the Cse derivative was capable of recognizing the same targets but surprisingly 
the patterns of fluorescence was more diffuse than that of the wild type strain. Staining of the wild 
type S. thermophilus cells with Calcofluor fluorescent dye (Fig. 4, E4) which stains cell walls blue 
confirmed the specific binding of Cse to the peptidoglycan of the mature septa.  
 
Cse is a D,L-endopeptidase. 
(i) The CHAP domain of Cse confers to the protein its cell-wall peptidoglycan hydrolyzing 
activity. 

In a previous work, we tried to overexpress the entire Cse protein to characterize its 
enzymatic activity but our attempts failed. This time, only the CHAP domain of Cse (from position in 
aa 341 to 461) was expressed in E. coli. To facilitate the purification of the CHAP protein, a hexa-
histidine tag was introduced at its N-terminus. On SDS-PAGE, the purified CHAP-His6-tagged protein 
gave a band of about 15 kDa estimated to be more than 96% pure (Fig. 5, lane 5). This band 



Résultats 

 - 70 -

corresponded to the cell-wall hydrolyzing band observed on zymogram (Fig. 5, lane 6) and was also 
revealed by Western immunoblot analysis using an anti-His tag monoclonal antibody (supplementary 
data Fig. 8A). Zymograms were done using lyophilised and autoclaved whole cells to Micrococcus 
lysodeikticus ATCC 4698 (Supplementary data Fig. 8B)and of the S. thermophilus Δcse mutant 
(Fig. 5) as substrates  and revealed that the CHAP domain of Cse was able to cleave cells of both 
species. That Cse acts as a peptidoglycan hydrolase was further confirmed using purified insoluble 
cell-wall peptidoglycan from S. thermophilus Δcse mutant (Fig. 5, lane 6) and from B. subtilis 168 HR 
(data not shown). The CHAP-His6-tagged protein activity was efficient with incubation buffer 
containing 0.2% Triton_X100 at pH 4.0 or pH 4.5. No activity was detected at other pH (data not 
shown).  
 
(ii) Determination of the peptidoglycan hydrolytic bond specificity of the CHAP domain. 

The hydrolytic bond specificity of the CHAP-His6-tagged protein was investigated on 
B. subtilis cell-wall peptidoglycan whose structure was established previously (Atrih et al., 1999). 
Therefore, purified CHAP-His6-tagged protein was used to digest purified cell-wall peptidoglycan of 
B. subtilis. After incubation, the digestion mixture was centrifuged and both supernatant and insoluble 
fractions were analyzed. No muropeptide or peptide could be detected in the supernatant when 
analyzed by RP-HPLC as described in Material and Methods (data not shown). The pellet obtained 
after CHAP-His6-tagged treatment of peptidoglycan was further digested with mutanolysin and the 
soluble muropeptides were analyzed by RP-HPLC. Comparison of the muropeptide profile of the 
peptidoglycan double digest with the muropeptide profile obtained by mutanolysin digestion of B. 
subtilis peptidoglycan (Fig. 6A) revealed a large increase of monomers in parallel with a clear 
decrease of dimers and trimers in the CHAP-His6-tagged treated sample (Table 3A). Especially, the 
amount of the major dimers, Peak 2 and 3 (Fig. 6A) corresponding to disaccharide-tripeptide-
disaccharide-tetrapeptide with one or two amidations respectively, decreased strikingly in B. subtilis 
peptidoglycan treated with the CHAP-His6-tagged protein, whereas the amount of monomers in peaks 
1, 4, 5 that are disaccharide-tripeptide, disaccharide-tetrapeptide without an amidation, and 
disaccharide-tetrapeptide with an amidation, respectively, increased clearly (Fig. 6A and Table 3B). 
From these results, we can conclude that the CHAP-His6-tagged protein cleaves the linkage between 
meso-diaminopimelic acid and D-alanyl residues either in the cross-bridge or in the stem peptide of 
B. subtilis cell-wall peptidoglycan (Fig. 6C1). Thus, the CHAP-His6-tagged protein has endopeptidase 
activity.  

Whereas B. subtilis peptidoglycan contains meso-diaminopimelic acid at the third position of 
the stem peptide and direct cross-link of peptide chains, S. thermophilus peptidoglycan contains a Lys 
residue in position three and two (or three) L-Ala in the interpeptide bridge (Schleifer and Kandler, 
1972). To identify the CHAP-His6-tagged protein cleavage site on S. thermophilus peptidoglycan, 
three muropeptides purified from a mutanolysin digest of S. thermophilus (Table 4) were used as 
substrates. After incubation with CHAP-His6-tagged, analysis of the reaction mixtures by RP-HPLC 
revealed several peaks. In Figure 6B, the peaks with the highest retention times (peak 8 in a) ; peak 9 
in b) and peak 10 in c) correspond to the intact muropeptides whereas the others are consistent with 
being the CHAP-His6-tagged protein digestion products. Thus, although being partial, this digestion 
further confirmed that the CHAP-His6-tagged protein is able to cleave S. thermophilus peptidoglycan. 
According to the retention times of each peak and the masses determined by mass spectrometry, the 
structures in Table 4 can be proposed for the different muropeptides. From these results, it appears that 
the CHAP recombinant protein cleaves the bond between D-Ala of the stem peptide and L-Ala of the 
cross-bridge in S. thermophilus peptidoglycan (Fig. 6C2) and that Cse is a D,L-endopeptidase.  
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DISCUSSION 
 

Within the Firmicutes, only a few CHAP proteins have been characterized that function as 
peptidoglycan hydrolases. Among them are PcsB/GbpB from Streptococcus involved in cell division 
(Chia et al., 2001; Mattos-Graner et al., 2006; Ng et al., 2004; Reinscheid et al., 2001), Sle1 from 
Staphylococcus aureus (Kajimura et al., 2005) and Cse from S. thermophilus that are necessary for 
daughter cell separation (Borges et al., 2005). AcmB from Lactococcus lactis contributes to cellular 
autolysis (Huard et al., 2003). Six other phage-encoded CHAP proteins are involved in bacterial cell 
lysis (Donovan et al., 2006; Llull et al., 2006; Navarre et al., 1999; Nelson et al., 2006; Pritchard et 
al., 2004; Rashel et al., 2008; Yokoi et al., 2005). This indicates that CHAP proteins present diverse 
roles within the cell.  
In a previous work, the C-terminal end of Cse, including the CHAP domain, was demonstrated to be 
homologous with that of PcsB/GbpB (Borges et al., 2005). Many attempts were done to demonstrate 
the potential peptidoglycan hydrolytic activity of these enzymes, but all failed (Borges et al., 2005; Ng 
et al., 2004; Reinscheid et al., 2001). This time, by over expressing the CHAP domain of Cse, we 
succeeded to demonstrate its endopeptidase activity confirming that Cse is indeed a peptidoglycan 
hydrolase. Accordingly, the CHAP domain of several phage-encoded lytic proteins also displays an 
endopeptidase activity (Baker et al., 2006; Donovan et al., 2006; Navarre et al., 1999; Nelson et al., 
2006; Pritchard et al., 2004; Yokoi et al., 2005). An alternative catalytic activity was reported for the 
CHAP proteins Sk1 from the Streptococcus mitis phage SK137 and Sle1 from S. aureus that both 
function as N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (Kajimura et al., 2005; Llull et al., 2006).  
The process of daughter cell separation can be view as an active process that takes place at the end or 
after the completion of the cell division process. Indeed, cells lacking cell-separating enzyme are 
inhibited only in cell separation and are not inhibited in cell division, with normal septa still being 
formed (Ohnishi et al., 1999). The cell separation process requires dedicate PGHs that cleave the 
sacculi connecting daughter cells. In their vast majority, cell separating enzymes are composed of a 
unique CHAP, NLPC/P60 or Glucosaminidase (more rarely Glyco_hydro_25) catalytic domain 
(Layec et al., 2008b). The catalytic domain diversity is correlated with the diversity of the 
peptidoglycan linkage that they cleave. For instance, AcmA from L. lactis (Buist et al., 1995; Steen et 
al., 2005a) and LytB from S. pneumoniae (De Las Rivas et al., 2002; Garcia et al., 1999) carry a 
glucosaminidase domain conferring the N-acetylglucosaminidase activity. Ami A, B and C from 
E. coli and Sle1 from S. aureus are N-acetylmuramoyl-L-alanine amidases. Aml from 
Streptococcus mutans, carrying a “Glyco_hydro_25” domain, presents a N- acetylmuramidase activity 
(Yoshimura et al., 2006). At last, several cell separating enzymes display an endopeptidase activity. 
That is the case of Cse from S. thermophilus (this work) and of LytE, LytF and CwlS (YolJ) from 
B. subtilis (Fukushima et al., 2006; Margot et al., 1998; Margot et al., 1999). The hydrolytic 
specificity of the CHAP domain of Cse is distinct from the NLPC/P60 domain of LytF and CwlS since 
hydrolyzing the linkage between meso-diaminopimelic acid and D-alanyl residues (this work) rather 
than the linkage of D-γ-glutamyl-meso-diaminopimelic acid of the B. subtilis cell wall (Fukushima et 
al., 2006; Margot et al., 1999). Collectively, all these data clearly show that evolution has selected 
several alternative enzymes exhibiting distinct catalytic activity to perform the daugther cell separation 
process. 

All the cell separating enzymes described so far are cell surface proteins and Cse does not 
escape this rule. Cse is thought to bind peptidoglycan via its LysM domain. The LysM domain is one 
of the most common attachment modules in bacterial cell separating enzymes. Thus, AcmA from 
L. lactis, Sle1 from S. aureus, LytE, LytF and CwlS from Bacillus contain 2 to 5 tandem repeats of the 
LysM motif (Fukushima et al., 2006; Ishikawa et al., 1998; Kajimura et al., 2005; Margot et al., 1998; 
Margot et al., 1999; Ohnishi et al., 1999; Steen et al., 2003). In addition to its role in peptidoglycan 
binding, LysM is important for biological functioning (Buist et al., 2008). The chaining phenotype of 
the cseΔlysM mutant corroborated these results since LysM was found to be necessary for efficient 
Cse cell separating activity.  
The location of only a few cell separating enzymes has been studied so far but reveals that all of them 
are positioned at cell separation sites and cell poles (Fukushima et al., 2006; Kajimura et al., 2005; 
Steen et al., 2003). The peculiarity of Cse is that this protein settled mainly (if not only) at mature 
septa and questions about the reasons leading to such exclusive location.  
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One explanation is to consider that Cse cleavage specificity would be ensured by the restricted binding 
of the enzyme to its cleavage site thanks to its LysM domain. Another possibility to explain the 
exclusive binding of Cse to mature septa is to consider that a specific mechanism targets Cse to its site 
of action. Recently, Carlsson et al (2006) (Carlsson et al., 2006) demonstrated that the signal sequence 
of M protein promotes secretion at the division septum, whereas that of PrtF preferentially promotes 
secretion at the old pole. Thus, the possibility that the Cse signal peptide governs its secretion to 
mature septum is not excluded.  

Within Cse protein, other regions were found to be important for Cse positioning. Indeed, 
depletion of the CHAP domain (Fig. 4D) or of the Var region (supplementary data Fig. 7C) led to a 
modification of Cse binding on S. thermophilus cell walls. Although we cannot exclude a direct role 
for these regions on cell wall attachment and/or substrate recognition, these data suggest that the 
tridimentional conformation of the protein could be involved in protein positioning on the cell surface. 
At last, not only the structure protein but also the cell wall constituents and probably its architecture 
possibly interfere with protein attachment. Indeed, studies of AcmA led to the conclusion that the 
binding of this autolysin over the entire surface is hindered by lipoteichoic acid a cell wall compound 
associated with glycan molecules (Steen et al., 2005b). 
 
Data from this work indicate that Cse is not involved in cell wall synthesis but only takes part in the 
very late stage of (or after) the cellular division to catalyse the separation of daughter cells. It 
demonstrates that cell separation is an active process that requires the action of dedicated PGHs.  
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
Bacterial strains, plasmids, media and growth conditions. 
Bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1 (Supplementary data). 
S. thermophilus CNRZ368 and its derivatives were cultivated in milk medium, M17 (Terzaghi and 
Sandine, 1975) or HJL (Stingele and Mollet, 1996). Milk medium was used for strain storage, M17 for 
mutant generation, and Hogg Jago Lactose (HJL) for phenotypic analysis. When required, 
erythromycin (final concentration 2 μg.ml-1) was added. S. thermophilus strains containing pG+host 9 
(Maguin et al., 1992) or pNST260+ derivatives were cultivated at 30°C when plasmid self-
maintenance was required and at 42°C for selection of clones with the chromosome’s integrated 
plasmid. Phenotypic analyses were all performed at 42°C. S. thermophilus CNRZ368Δcse mutant was 
cultured in HJL at 42°C and was used (i) as a substrate in renaturing SDS-PAGE and (ii) to prepare 
cell-wall extracts for the zymography assays. E. coli strains were grown in Luria-bertani (LB) medium 
(Sambrook et al., 1989) at 37°C with shaking. When required erythromycin or ampicillin was added to 
a final concentration of 150 μg/ml. E. coli EC101 (Leenhouts, 1995) was used as a host of 
recombinant plasmids derived from pG+host 9. E. coli strain DH5α  was used as a host of pET15b 
derivatives, and E. coli strain BL21(DE3) (Stratagene) was used as a host to overexpress the LysMCse 
and CHAP fusion (His6-tagged) proteins. B. subtilis 168 HR was cultured in LB medium at 37°C and 
was used to prepare cell-wall extracts for the study of (i) lytic activity by zymogram  and (ii) 
hydrolytic bond specificity. 
 
DNA manipulations 
Plasmids and primers used in this study are listed in Table 1 and Table 2 (Supplementary data), 
respectively. 
 
(i) Construction of S. thermophilus CNRZ368 cseΔLysM and cseΔCHAP mutant strains.  
The S. thermophilus CNRZ368 strain was used in this study as the wild-type strain. S. thermophilus 
mutant strains used in this study are listed in Table 1. The LysM and the CHAP module of the cse 
gene were deleted by allelic replacement as previously described (Thibessard et al., 2004). To make 
deletions, the two regions flancking the LysM or CHAP domains were independently amplified by 
PCR using the following primers pairs: dellysME5’/dellysMI5’ and dellysMI3’/dellysME3’ or 
delchapE5’/delchapI5’ and delchapI3’/delchapE3’, respectively (Table 2). The PCR products were 
digested by appropriate restriction enzymes, joined together and ligated with the plasmid pG+host9 
(Maguin et al., 1992). The ligation products were used to transform E. coli EC101. After 
transformation of S. thermophilus with the recombinant plasmid, deleted mutants displaying an EcoRI 
restriction site replacing 459 pb of the LysM module or 318 bp of the CHAP module were selected. 
Deletion mutants were checked by PCR, Southern hybridization and sequencing (data not shown).  
 
(ii) cseΔLysM and cseΔCHAP complementation. 
The complementation of cseΔlysM or cseΔCHAP mutants was carried out by inserting the 
pNST260+::cse plasmid in their chromosome as previously described (Borges et al., 2005). 
 
(iii) Construction of pET15b::lysMcse and pET15b::chap for LysMCse- and CHAP-His6-tagged 
proteins overexpression.  
S. thermophilus CNRZ368 DNA fragments encoding (i) the 5’ end of cse including the cell wall-
binding LysM module (from 1 to 549 bp) and (ii) the catalytic CHAP module (from 1021 to 1383 bp) 
of cse were amplified by PCR. The amplified DNA fragments were purified, double digested with 
NdeI and BamHI, repurified, and fused in-frame to the 3’end His6-tagged of pET15b (Novagen), 
generating the pET15b::lysMcse and pET15b::chap plasmids, respectively (Table 1). The in-frame 
fusion was confirmed by DNA sequencing.  
 
Overexpression, purification of His6-tagged proteins and western blotting. 
Expression of the His6-tagged proteins was induced in E. coli BL21(DE3) containing pET15::lysMCse 
or pET15b::chap by adding IPTG (to 1 mM final concentration) at OD600 = 0.5 for 4h at 28°C. For 
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extraction, cells were harvested by centrifugation and disrupted on ice with a microtip of Sonifier 250 
(Branson Ultrasonics). The soluble fraction containing the recombinant protein was collected by 
centrifugation at 14,000 rpm for 30 min at 4°C. The His6-tagged proteins were purified by a HiTrap 
chelating HP column according to the manufacturer’s instructions (5ml, Amersham Biosciences). The 
LysMCse- and CHAP-His6-tagged proteins have a predicted molecular mass of 21.5 kDa and 15.1 kDa, 
respectively. The purity of the His6-tagged proteins was confirmed by SDS-15% [wt/vol] 
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and was estimated >96% by quantity one software 
(BioRad). The LysMCse-His6-tagged protein was used for antibodies generation; the CHAP-His6-
tagged protein was used to demonstrate Cse enzymatic properties.  
For Western blotting, proteins were transferred onto PVDF membrane (Roche) using a semi-dry 
blotting system (Bio-Rad) following standard protocols (Towbin et al., 1992). To control the presence 
of the His-tag on the fusion proteins, immunodetection assays were performed using rabbit IgG 
against RGS-His tag (Qiagen, at dilution 1:2000). The ECL Western blotting detection was done 
according to the manufacturer’s instructions (Roche) and visualized by FluorS’max (Bio-Rad).  
 
Cse immunolocalization. 
(i) Production of anti-LysMCse  antibodies. 
Polyclonal anti-LysMCse were obtained from New Zealand White Rabbit inoculated with a mixture of 
500 μg of purified LysMCse-His6-tagged protein and Freund’s complete adjuvant (Sigma-Aldrich) 
followed by booster two times with LysMCse-His6-tagged protein and incomplete adjuvant every three 
weeks. The purified LysMCse-His6-tagged protein was separated by SDS-15% [wt/vol] polyacrylamide 
gel, cut from the gel, fragmented and used for immunization. The specificity of the LysMCse antibodies 
was verified on the purified LysMCse-His6-tagged protein (at dilution 1:10,000) and S. thermophilus 
total proteins extract (at dilution 1:5000) by Western blotting analysis. In the soluble fraction of 
S. thermophilus CNRZ368 cells extract, one approximately 45.5 kDa band compatible with Cse 
molecular mass without its signal peptide (theorical molecular mass with signal peptide, 48.5 kDa) 
was detected with polyclonal anti-LysMCse antibodies (data not shown). No band was discovered in 
S. thermophilus CNRZ368Δcse mutant cells extract, used as a negative control (data not shown). 
 
(ii) Preparation of S. thermophilus samples for Cse immunolocalization. 
After overnight growth at 42°C in HJL medium, samples (2 ml) of  S. thermophilus were pelleted by 
centrifugation (3000 rpm for 20 min at 4°C) and washed two times with 2 ml phosphate buffered 
saline (81 mM NaCl, 1.62 mM KCl, 0.9 mM KH2PO4, 4.8 mM K2HPO4 [pH 7.2]; PBS buffer). The 
cell pellets were resuspended in 2 ml PBS buffer and fixed by addition of 4% [vol/vol] final 
concentration paraformaldehyde and 0.2% [vol/vol] final concentration glutaraldehyde for 3 h of 
incubation on ice. Cells were harvested by centrifugation and washed four times in 2 ml PBS buffer 
containing 0.05 M glycine. Cells were resuspended in 1 ml PBS buffer. A sample of 100 μl was 
centrifugated and resuspended in 50 μl PBS buffer containing polyclonal anti-LysMCse primary 
antibodies and incubated for 12 h at 4°C with gentle rolling. After washing, cells were resuspended in 
50 μl of PBS buffer containing Alexa fluor 488-conjugated anti-rabbit IgG antibodies (1:400) 
(Molecular-Probes) and observed by Fluorescence Microscopy. For Transmission Electron 
Microscopy (TEM), cells were resuspended in 50 μl of PBS buffer containing anti-rabbit IgG 
conjugated with 10 nm colloidal gold secondary antidodies (1:50) (Sigma-Aldrich). The fluorochrome 
calcofluor (Sigma-Aldrich) was used on S. thermophilus cells with a 0.01% [wt/vol] solution to reveal 
peptidoglycan.  
 
(iii) Microscopy. 
Immunofluorescence microscopy was performed with a Bio-Rad LRC Radiance 2100 (Elexience, 
Paris, France) confocal laser scanning microscope (CLSM), attached to Nikon TE2000-U inverted 
microscope, using an excitation at 488 nm from 100 mW argon ion laser and appropriate barrier 
filters. Cells were observed through x60 Nikon immersion oil plan apo (NA 1.40). Images were 
contrast enhanced in Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc., Mountain View, USA). A sample of the 
bacterial cell suspension was deposited onto formvar carbon-coated copper nickel grids. Cells were 
examined with a Zeiss 902A transmission electron microscope at 80kV (magnification x 20,000 or 
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x 30,000). S. thermophilus chaining phenotypes were observed with a Nikon OPTIPHOT microscope 
mounted with phase-contrast equipment “Ph”. Cells were photographed with a Nikon coolpix 5400 
digital camera. 
 
Peptidoglycan hydrolase activity. 
(i) SDS-PAGE and zymography. 
Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) were carried out as 
previously described (Laemmli, 1970) with a protean II minigel system (Bio-Rad). Zymograms were 
performed with 15% [wt/vol] polyacrylamide separating gels containing either lyophilized of 
autoclaved cells (from M. lysodeikticus ATCC4698 (Sigma, 0.2% [wt/vol]) or from S. thermophilus 
CNRZ368Δcse mutant (0.4% [wt/vol])) or purified cell-wall peptidoglycan 0.08% [wt/vol] (from 
S. thermophilus CNRZ368Δcse mutant or B. subtilis). Peptidoglycan from S. thermophilus and 
B. subtilis 168 HR vegetative cells were prepared as described previously (Courtin et al., 2006; 
Meyrand et al., 2007). 
After electrophoresis, gels were washed two times for 30 min. in 3% [vol/vol] Triton X-100 and then 
incubated in renaturation buffer overnight at 30°C. Proteins renaturation was performed with: 25 mM 
sodium citrate/ 50 mM sodium phosphate (Huard et al., 2003) or 50 mM KH2PO4 buffer containing 
0.2% [vol/vol] Triton X-100 at pH 3 to 7. The gels were stained with 0.1% [wt/vol] methylene blue in 
0.01% [wt/vol] KOH for 4 h at room temperature and destained in deionized H2O. Gel images were 
generated with GS-800 Calibrated Densitometer Scanner (Bio-Rad). 
 
(ii) Determination of CHAP hydrolytic specificity. 

Peptidoglycan from B. subtilis 168 HR and S. thermophilus was extracted as described 
previously (Meyrand et al., 2007). B. subtilis peptidoglycan (4 mg) was incubated overnight at 37°C 
with purified CHAP-His6-tagged protein (500 μg) in a final volume of 500 μl buffer (25 mM sodium 
citrate/ 50 mM sodium phosphate containing 0.2% Triton X-100 at pH 4.0). The sample was boiled for 
3 min to stop the reaction and then centrifuged at 14 000 g for 15 min. The insoluble material as well 
as half of the soluble fraction, both recovered after incubation with CHAP-His6-tagged protein, were 
further treated with mutanolysin (2 500 U.ml-1) overnight at 37°C. A control digest of B. subtilis 
peptidoglycan was obtained by mutanolysin digestion as described (Courtin et al., 2006). The soluble 
muropeptides obtained after the digestions were reduced with sodium borohydride and separated by 
reverse phase HPLC using a Hypersil ODS column (C18, 250 x 4.6 mm; 5 µm; ThermoHypersil-
Keystone) at 50°C using ammonium phosphate buffer and a methanol linear gradient as described 
previously (Atrih et al., 1999; Courtin et al., 2006). Peaks were analysed without desalting by matrix-
assisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry with a Voyager 
DE STR mass spectrometer (Applied Biosystems) as described previously (Courtin et al., 2006). 

S. thermophilus peptidoglycan was digested with mutanolysin overnight at 37°C and the 
resulting soluble muropeptides were reduced and separated by RP-HPLC as described previously 
(Hebert et al., 2007). Three muropeptides were collected, dried in a Speed-vac concentrator under 
vacuum. The purified muropeptides were incubated with 50 µg of purified CHAP-His6-tagged protein 
in a total volume of 200 µl in the conditions described above for B. subtilis peptidoglycan. The 
reaction products were then analyzed by RP-HPLC and MALDI-TOF mass spectrometry as described 
above. 
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LEGEND FIGURES 
 
FIG. 1. Mutation of cse alters S. thermophilus cell separation.  
(A.) Detail of the cse structure in the wild type and mutant strains. The positions in nucleotides delimit 
the signal peptide (SP), the LysM cell wall-binding module, the central variable region (Var) and the 
catalytic CHAP module of S. thermophilus CNRZ368 cse gene. Arrows and hairpin loops symbolize 
putative promoters and putative rho-independent transcriptional terminators, respectively. Positions of 
the initial and of the final deleted nucleotides are indicated. (B.) Picture of standing HJL cultures and 
phase contrast microscopy of the strains. Photographs were taken after 20 h of growth at 42°C in HJL 
medium. Magnification, x1,000. (C.) Chain length analysis. Cells were counted in stationary phase 
after 20 h of growth at 42°C in HJL medium. The error bars represent standard deviations of three 
independent experiments.  
 
FIG. 2. S. thermophilus chaining phenotype observed by transmission electron microscopy 
(TEM). The Δcse mutant chaining phenotype is shown in panels A to C, that of the wild type in D to 
F. Cells were visualized after 20 h of growth at 42°C in HJL medium. Arrowheads in panels C and F 
pointed distinct septa. Diplococcal dividing cells are characterized by the in-growth of the septum 
(nascent septum, a) initiated by the constriction ring located equidistant from the cell poles. The 
progression of the septal peptidoglycan synthesis is materialized by the further constriction of the cell 
walls (intermediate septum, b). At the end of the division process, diplococcal cells are held together 
by a thin peptidoglycan filamentous corresponding to an extension of the septum (mature septum, c). 
Bars = 0.5 μm. 
 
FIG. 3. Immunolocalization of Cse on S. thermophilus cell surface.  
The TEM pictures of the wild type strain are shown in A to D and that of the Δcse mutant in E and F. 
Cells were successively probed with anti-LysMCse rabbit polyclonal antibodies (A,B,C,E and F) or 
with preimmun serum (D) and with anti-rabbit IgG conjugated with 10 nm colloidal gold secondary 
antibody. The localization of Cse protein is indicated by the arrowheads pointed on gold-conjugates 
secondary antibodies (A to C). No labelling was observed on the negative controls (D to F). 
Bars = 0.1 μm. 
 
FIG. 4. Exclusive Cse localization on S. thermophilus CNRZ368 wild-type cell-wall 
peptidoglycan mature septa. CNRZ368 wild-type (A, B and E), cseΔLysM (C) and cseΔCHAP (D) 
cells are shown. Surface bound Cse and derivatives proteins were detected by immunofluorescence 
microscopy using anti-LysMCse antibodies Phase-contrast images (A1 to E1) and fluorescence images 
(A2 to B2 and E2 to E4) of the bacterial cells in the same field are shown. The arrowheads pointed 
mature septa. No fluorescence staining on the wild-type cell surface was observed using the preimmun 
serum (B2), as well as on the cseΔLysM mutant cells with the anti-LyMCse antibodies (C2), as negative 
controls. Bars = 25 μm. 
E2 shows a single-labeled with anti-LysMCse antibodies that indicates the localization of Cse 
exclusively on mature septa (Bars = 5 μm). E3 shows the fluorochrome calcofluor having an affinity 
for peptidoglycan. E4 is the result double-labelled.  
 
FIG. 5. Zymographic analysis of CHAP domain activity. (a) SDS-15% PAGE with Coomassie 
brilliant blue staining and (b) Zymogram assay was performed with 15 μg of purified CHAP-His6-
tagged protein and 0.08% S. thermophilus CNRZ368Δcse cell-wall peptidoglycan as substrate. 
Renaturing buffer contained 0.2% TritonX-100. CHAP domain activity is visible as clearing zones in 
the gel (lane 6). Total proteins of E. coli BL21(DE3) + pET15b (lane 1: cell extract and lane 2: 
supernatant) and E. coli BL21(DE3) + pET15b::chap (lane 3: cell extract and lane 4: supernatant) and 
purified CHAP-His6-tagged protein (lane 5) are shown. Molecular masses of standard proteins (MM) 
are shown on the left.  
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FIG. 6. Determination of the cleavage site of the CHAP catalytic domain of Cse by RP-HPLC. 
(A)The cell wall of B. subtilis was digested with mutanolysin (a) or the CHAP-His6-tagged protein and 
mutanolysin (b). The numbers indicate the peaks analyzed by MALDI-TOF MS referred in Table 3B. 
(B) S. thermophilus muropeptides (Table 4) digested by the CHAP-His6-tagged protein. (C) Schematic 
structure of B. subtilis (C1) and S. thermophilus (C2) cell-wall peptidoglycan and sites of cleavage of 
the CHAP domain. 
GlcNAc, N-acetylglucosamine; MurNAc, N-acetylmuramic acid, mDAP, meso-diaminopimelic acid.  
 
FIG. 7. Immunolocalization of Cse protein derivaties on the cell surface of S. thermophilus 
(Supplementary data). 
S. thermophilus CNRZ368 cells of the Δcse (A), the cseΔCHAP (B) and the cseΔVar (C and D) 
mutants are shown. Cells were vizualized with a laser scanning confocal microscope. Phase-constrat 
images (A1 to D1) and fluorescence images (A2 to D2) of the bacterial cells are shown in the same 
field. No fluorescence was detected on negative controls: Δcse cells with anti-LysMCse antibodies 
(A2); from cseΔCHAP to cseΔvar cells with preimmun serum (B2 and D2). C2 indicates the 
localization of Cse derivative protein using the LysMCse antibodies. (Bars = 25 μm) 
 
FIG. 8. Overexpression, purification, western-blotting and lytic activity of the CHAP-His6-
tagged protein. (Supplementary data). 
(A) Western blot obtained using RGS-His tag antibodies raised against CHAP-His6-tagged protein. 
(B) Cell wall hydrolytic activity of the CHAP-His6-tagged protein in renaturing SDS-15% 
polyacrylamide gel containing 0.2% [wt/vol] M. lysodeikticus ATCC4698 autoclaved cells. The 
CHAP-His6-tagged protein activity is visible as cleaning zones. Lanes 1 and 2, cell extract and 
supernatant of E. coli BL21(DE3) containing pET15b. Lanes 3 and 4, cell extract and supernatant of 
E. coli BL21(DE3) containing pET15b::chap. Lane 5, purified CHAP-His6-tagged protein. Lane MM, 
the molecular masses of standard proteins. The arrow indicates the position indicates the position of 
purified CHAP-His6-tagged protein. 
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study (Supplementary data). 
 

Strain or plasmid Genotype/phenotype/ source Origin/reference 

S. thermophilus strains 
  

CNRZ368 Wild-type; isolated from yogurt. INRA-CNRZ, strain collection, France
CNRZ368Δcse Derivative of CNRZ368 carrying a 1359 bp deletion in the cse gene (Borges et al., 2005) 
CNRZ368cseΔLysM Derivative of CNRZ368 carrying a 459 bp deletion in the cse LysM 

 module 
This study 

CNRZ368cseΔVar Derivative of CNRZ368 carrying a 345 bp deletion in the var- cse 
region 

(Borges et al., 2005) 

CNRZ368cseΔCHAP Derivative of CNRZ368 carrying a 318 bp deletion in the cse CHAP 
module 

This study 

   
E. coli strains   
EC101 supE hsd-5 thi Δ(lac-proAB) F’(traD6 proAB+ lacIq 

lacZΔM15) repA+, derivative of TG1 strain  
(Leenhouts, 1995; Sambrook et al., 

1989) 
DH5α F-, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(rK

-,mK
+), supE44, rel A1, 

M15, Δ (lacZYA-argF),U169 
 

(Sambrook et al., 1989) 

BL21(DE3) E. coli B, F-, dcm, ompT, hsdS(rB
-mB

-), galλ(DE3) Stratagene 
   

B. subtilis   
168 HR trpC2 (Kunst et al., 1997) 

   
Plasmids   

pG+host9 Thermosensitive plasmid, used for gene replacement; EryR (Biswas et al., 1993; Maguin et al., 
1992) 

 
pGh9 ::cseΔlysM Derivative of pG+host9 carrying a 1098 bp for LysM deletion This study 
pGh9 ::cseΔCHAP Derivative of pG+host9 carrying a  924 bp for CHAP deletion This study 
pNST260+ Derivative of pG+host9 carrying a int gene coding a integrase and an 

attI from ICESt1, specific-site of recombinaison 
G. Guédon, personal communication 

pNST260+ ::cse pNST260+ with CNRZ368 cse gene, its putative promoter and 
terminator 

(Borges et al., 2005) 

pET15b Expression vector for N-terminal His6-tagged fusion; AmpR Novagen 
pET15b :: lysMcse Derivative of pET15b carrying a 549 bp insert coding a LysMCse 

His6-tagged protein 
This study 

pET15b :: chap Derivative of pET15b carrying a 369 bp insert coding a CHAP His6-
tagged protein 

This study 
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Table 2. Primers used in this study (Supplementary data). 
Name Sequence (5’to 3’)a Restriction sites 
Construction of S. thermophilus cseΔlysM mutant  
Del_lysME5’ CCC CCC CCA AGC TTA CAA GAT CAG TTT GGA AC 

Del_lysMI5’ CCC CCC GAA TTC ACG TGC TGT CCA GTG A 

Del_lysMI3’ CCG GAA TTC GAT GCT ATT GAT CAT GTT AC 

Del_lysME3’ CCC CCT GCA GTC GAT ATG TAT TAG GAG TT 

 
Construction of S. thermophilus  cseΔchap mutant 
Del_CHAPE5’ CCC CCA AGC TTG ATG CTA TTG ATG CTA TTG ATC ATG TTA 

Del_CHAPI5’ CCG GAA TTC AGT TGA TGC ATA TTC GTA T 

Del_CHAPI3’ CCC CCC GAA TTC ATT TAT CCA TAA TGA GTA CA 

Del_CHAPE3’ CCC CCC CTG CAG CCT GTG GTT GAA G 

 
Construction of pET15b::lysMcse  
surlysM5’ CCC CCC CCA TAT GTT ATC AAA ATC TAA AAC 

surlysM3’ CCC CGG ATC C TT AAG CTG GAG TAT CTG ATG C 

 
Construction of pET15b::chap 
surchap5’ CCC CCC CCA TAT G CT AGC AGC TAC ATA CGA ATA 

surchap3’ CCC CGG ATC CTT ATG GAT AAA TAT AAT ATA CAG AA 

HindIII 
EcoRI 
EcoRI 
PstI 

 
 

HindIII 
EcoRI 
EcoRI 
PstI 

 
 

NdeI 
BamHI 

 
 

NdeI 
BamHI 

a Restriction sites are in boldface and underlined. 
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Table 3: (A) Distribution of muropeptides and (B) proposed structures and amounts of five 
muropeptides generated by digestion of B. subtilis cell-wall peptidoglycan with mutanolysin only (a) 
or double digested with mutanolysin and the CHAP-His6-tagged protein (b).  
 

A)  % of all peaksc 
  (a) (b) 

 Monomers 33.7 74.3 
 Dimers 60.4 23.9 
 Trimers 5.9 1.8 

 
B) Peaka [M+Na]+ Proposed structure b % of all peaksc 

  observed  (a) (b) 
 1 852.3 DS-Tri with one amidation 14.3 26.3 
 2 1815.7 DS-Tri-DS-Tetra with one amidation 10.1 6.5 
 3 1814.7 DS-Tri -DS-Tetra with two amidations 19.0 4.7 
 4 964.4 DS-Tetra 0.3 2.4 
 5 963.4 DS-Tetra with one amidation 2.2 16.7 

 

a Peak numbers refer in Fig. 6A. b DS-Tri, disaccharide tripeptide (L-Ala-D-γGln-mDAP); DS-Tetra, 
disaccharide tetrapeptide (L-Ala-D-γGln-mDAP-D-Ala); the letter a indicate an amidation; 
disaccharide GlcNAc-MurNAc (GlcNAc, N-acetylglucosamine; MurNAc, N-acetylmuramic acid). c 
Percentage of each peak was calculated as the ratio of the peak area over the sum of areas of all the 
peaks identified by RP-HPLC of chromatogram. (a) and (b) indicated the chromatograms (a) and (b) 
observed in Fig. 6A and B.  
 
 
 
 
 
 
 
Table 4: Proposed structures for the S. thermophilus muropeptides and the digestion products obtained 
with the CHAP-His6-tagged protein. 
 

Peaka [M+Na]+ Proposed structureb 
   

6 1061.3 DS-Tetra –Ala Ala with one amidation  
7 1132.4 DS- Penta – Ala Ala with one amidation 
8 2081.9 
9 2153.0 

10 3173.3 

DS- Tetra – Ala Ala – DS Tetra – Ala Ala with two amidations 
DS- Penta  – Ala Ala – DS Tetra – Ala Ala with two amidations 
DS- Penta – Ala Ala – DS Tetra – Ala Ala – DS Tetra – Ala Ala with three amidations

 
a Peak numbers refer to Fig. 6B. b DS-Tetra, disaccharide tetrapeptide (L-Ala-D-γGln-L-Lys-D-Ala), 
DS-Penta, disaccharide pentapeptide (L-Ala-D-γGln-L-Lys-D-Ala-D-Ala).  
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Figure 44 : Diversité des domaines catalytiques assurant la spécificité de clivage des cinq classes d’hydrolases 
du peptidoglycane (Layec et al., 2008b) 
Les hydrolases du peptidoglycane sont classées en cinq catégories selon leur spécificité de clivage dans le 
peptidoglycane. Les domaines catalytiques associés à chacune des classes sont indiqués, ainsi que leur n° 
d’accession de la banque de données Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) (Finn et al., 2006).  
Sur cette figure est schématisée le peptidoglycane des bactéries à coloration Gram positive selon Scheilfer et 
Kandler (1972). 

 
 

Le peptidoglycane est le composant majeur de la paroi des bactéries à coloration Gram 
positive. Le maintien de son intégrité est essentiel à la survie cellulaire (Rogers et al., 1980). De 
nombreuses hydrolases du peptidoglycane sont synthétisées par les bactéries, afin d’assurer 
d’importants processus cellulaires tels que la croissance, la division bactérienne, la séparation des 
cellules, le recyclage du peptidoglycane, la lyse cellulaire ou encore la sporulation et la formation de 
flagelles (Smith et al., 1996).  

 
La diversité des hydrolases du peptidoglycane des bactéries à coloration Gram positive est 

très grande. Cette diversité se traduit par l’existence d’enzymes attribuées à la quasi-totalité des 
liaisons peptidiques que l’on peut retrouver au sein de la paroi cellulaire. En fonction des spécificités 
enzymatiques, les hydrolases du peptidoglycane sont divisées en cinq classes : les N-acétylmuramoyl-
L-alanine amidases, les N-acétylglucosaminidases, les N-acétylmuramidases, les endopeptidases et 
enfin les carboxypeptidases (Ghuysen 1968 ; Shockman et Barrett, 1983 ; Shockman et Höltje 1994) 
(Figure 44).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ces différentes classes d’enzymes sont caractérisées par un ou plusieurs domaines 
catalytiques distincts (Figure 44). Parmi ces domaines, se trouve le domaine CHAP qui confère à Cse 
de S. thermophilus, son activité d’hydrolase du peptidoglycane et qui fera l’objet du chapitre I de la 
discussion. 
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I. La « Superfamille des hydrolases du peptidoglycane CHAP » : les 
domaines CHAP et NLPC/P60. 

 
 

Les données bibliographiques indiquent que la « superfamille CHAP » a été découverte 
récemment par des analyses bioinformatiques de génomes de procaryotes et également d’eucaryotes 
(Ananthraman et Aravind, 2003 ; Bateman et Rawlings, 2003 ; Ridgen et al., 2003). Chez les 
bactéries, la présence du domaine CHAP est une caractéristique partagée par les protéines ayant toutes 
potentiellement, une activité d’hydrolyse du peptidoglycane (Bateman et Rawlings, 2003 ; Ridgen et 
al., 2003). Toutefois, peu de protéines appartenant à la superfamille CHAP ont été caractérisées 
biochimiquement. Certaines d’entre elles pourraient être d’ailleurs totalement étrangères à la fonction 
de dégradation de la paroi cellulaire, puisque l’on retrouve également dans cette superfamille, des 
lipoprotéines putatives (Ananthraman et Aravind, 2003). 

 
Les hydrolases du peptidoglycane de la superfamille CHAP sont caractérisées par la 

présence d’au moins deux résidus aminés hautement conservés : une cystéine et une histidine. Dans le 
modèle proposé par Ananthraman et Aravind (2003), l’hydrolyse de la liaison du peptidoglycane se 
déroule classiquement par une réaction chimique acide/base. La cystéine serait directement impliquée 
dans la catalyse en intervenant dans une attaque nucléophile mettant en jeu son groupement thiol, 
tandis que l’histidine agirait comme un donneur de protons (Ananthraman et Aravind, 2003). La 
présence d’un résidu aminé polaire additionnel de type asparagine ou encore acide aspartique serait 
aussi cruciale pour assurer la fonction enzymatique, puisqu’il servirait à l’orientation correcte du 
résidu catalytique histidine dans son site actif (Ananthraman et Aravind, 2003 ; Ridgen et al., 2003). 
La mutagenèse ciblée de la cystéine et l’histidine conservées, ou la délétion complète du domaine 
CHAP, conduit à la perte d’activité des hydrolases du peptidoglycane des phages φ11 des 
staphylocoques (Navarre et al., 1999), B30 de S. agalactiae (Donovan et al., 2006b ; Pritchard et al., 
2004) ou encore de PlyC des streptocoques (Nelson et al., 2006). Ceci démontre ainsi que le domaine 
CHAP est un domaine catalytique et que les résidus aminés cystéine et histidine du site actif sont 
essentiels (Ananthraman et Aravind, 2003 ; Bateman et Rawlings, 2003 ; Ridgen et al., 2003). 
D’ailleurs, l’une des principales conclusions de ce travail de recherche est que le domaine CHAP est 
un domaine catalytique qui confère à la protéine Cse de S. thermophilus, son activité d’hydrolase du 
peptidoglycane permettant la séparation des cellules. 
 

Par ailleurs, l’analyse bioinformatique de l’ensemble des protéines de la superfamille 
CHAP au sein du phylum des Firmicutes, a permis d’élargir nos connaissances sur ces protéines. En 
effet, cette analyse révéle que la superfamille CHAP inclut deux domaines catalytiques distincts : 
CHAP et NLPC/P60 (Layec et al., 2008a). Ces deux domaines qui présentent des similitudes : 
présence des résidus aminés conservés cystéine, histidine, et du résidu aminé polaire asparagine ou 
acide aspartique, ont été considérés au préalable comme identiques (Ananthraman et Aravind, 2003 ; 
Ridgen et al., 2003). Toutefois, les résultats de notre analyse indiquent que les domaines CHAP et 
NPLC/P60 présentent des caractéristiques qui leur sont propres et par conséquent qu’il s’agit de deux 
domaines distincts (Layec et al., 2008a).  
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Figure 45 : Mise en évidence des différences entre les domaines CHAP et NLPC/P60 au sein du phylum des 
Firmicutes (Layec et al., 2008a).  
A. Alignement de séquences protéiques du domaine CHAP de 35/230 protéines analysées. B. Alignement de séquences 
protéiques du domaine NLPC/P60 de 32/100 protéines analysées par ClustalW du logiciel BioEdit (Thompson et al., 
1994). Les motifs en acides aminés conservés sont QCTWYV(n)2R et GnYGHVAnVEnV(n)9InISEnNY pour le 
domaine catalytique CHAP et GnPYVWGG(n)2P(n)3GFDCSG(n)3YVY(n)4GInLPRT(n)3Q, V(n)XLQPGDLVFF et 
HVGIYIGNGQnIHA(n)4G(n)3V(n)4L(n)3YW(n)8R pour le domaine catalytique NLPC/P60 où la lettre n représente les 
résidus aminés non conservés et la lettre x correspond au nombre d’acides aminés pouvant aller de 2 à 7 résidus aminés.
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1. CHAP et NLPC/P60, deux domaines distincts. 
 

L’alignement des séquences protéiques du domaine CHAP, ainsi que celui des séquences 
protéiques du domaine NLPC/P60 de l’ensemble des protéines analysées au sein du phylum des 
Firmicutes ont permis de différencier ces deux domaines catalytiques (Figure 45).  
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Ainsi, le domaine CHAP est caractérisé par la conservation de deux motifs en acides 
aminés qui sont absents des séquences protéiques du domaine NLPC/P60, tandis que trois motifs 
propres au domaine NLPC/P60 ont été identifiés (Figure 45). Par ailleurs, le domaine CHAP présente 
une structure secondaire de type αα(β)5αβ qui diffère de celle du domaine NLPC/P60 de type 
ββ(α)3(β)4αβ.  
 

2. La nature des liens peptidiques hydrolysés par la superfamille 
CHAP est très variée. 

 
Peu de protéines à domaine NLPC/P60 ont été actuellement caractérisées. Les hydrolases 

du peptidoglycane NlpC/p60 qui ont été rapportées jusqu’à présent, sont principalement des enzymes 
de B. subtilis qui clivent exclusivement la liaison peptidique entre les résidus aminés acide γ-
glutamique et acide méso-diaminopimélique de la chaîne latérale du peptidoglycane (Fukushima et al., 
2006 et 2008 ; Suzuki et Tahara, 2003 ; Yamaguchi et al., 2004). Récemment, la spécificité de clivage 
de la protéine YjgB de L. lactis présentant un domaine catalytique NLPC/P60 a été identifiée. Cette 
dernière hydrolyse le lien peptidique de l’acide D-γ-glutamyl-L-lysine (Redko et al., 2007), liaison 
peptidique analogue à celle clivée par les enzymes à domaine NLPC/P60 chez B. subtilis. 

 
Concernant les protéines à domaine CHAP, la majorité des hydrolases du peptidoglycane 

qui ont été à ce jour identifiées, sont des enzymes phagiques. Par ailleurs, il est intéressant de constater 
que les protéines CHAP phagiques sont dans la plupart des cas, des enzymes bifonctionnelles, c’est-à-
dire comportant deux domaines catalytiques différents. C’est par exemple le cas des endopeptidases 
phagiques φ11, φMR11 et LysWMY des staphylocoques (Navarre et al., 1999 ; Rashel et al., 2007 ; 
Yokoi et al., 2005) ou encore l’endopeptidase du phage B30 (Donovan et al., 2006a ; Pritchard et al., 
2004). Néanmoins, cette caractéristique n’est pas une généralité puisque l’endopeptidase PlyC du 
phage C1 des streptocoques ne présente qu’un seul domaine catalytique : le domaine CHAP (Nelson et 
al., 2006). De plus, lorsque le domaine CHAP de ces enzymes phagiques est délété, l’activité de lyse 
des cellules est fortement diminuée, voire inexistante (Donovan et al., 2006a ; Navarre et al., 1999 ; 
Pritchard et al., 2004 ; Yokoi et al., 2005) démontrant ainsi l’importance de ce domaine dans la lyse 
cellulaire. 

La spécificité de clivage du domaine CHAP de certaines de ces enzymes a été déterminée, 
notamment, celui de l’endolysine du phage B30 de S. agalactiae qui hydrolyse le lien peptidique D-
alanyl-L-alanine du pont interpeptidique présent dans la paroi des streptocoques (Baker et al., 2006 ; 
Pritchard et al., 2004). L’endopeptidase du phage φ11 de S. aureus quant à elle, clive la liaison 
peptidique entre le résidu aminé D-alanine de la chaîne latérale et le premier résidu aminé glycine du 
pont interpeptidique dont la structure est composée de cinq résidus aminés glycines. Cette structure est 
d’ailleurs spécifique à la paroi des staphylocoques (Navarre et al., 1999). L’enzyme Skl du phage 
SK137 de Streptococcus mitis, clive la liaison amide entre le groupe D-lactyl de l’acide N-
acétylmuramique du polymère disaccharidique et le premier résidu aminé L-alanine de la chaîne 
latérale du peptidoglycane (Llull et al., 2006). Ainsi, les protéines CHAP codées par les phages 
présentent soit une activité d’endopeptidase (B30 ; φ11 ; LysWMY) ou une activité N-
acétylmuramoyl-L-alanine amidase (Skl). 
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Contrairement aux enzymes phagiques, l’activité enzymatique des protéines CHAP codées 
par les génomes bactériens a été caractérisée pour seulement deux d’entre-elles : l’enzyme Sle1 de 
S. aureus qui présente une activité N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase (Kajimura et al., 2005) et 
l’endopeptidase Cse de S. thermophilus qui a été déterminé au cours de ces travaux. 

 
Ainsi, le domaine CHAP a la particularité d’appartenir à deux classes d’enzymes 

distinctes : les N-acétylmuramoyl-L-alanine amidases et les endopeptidases (Kajimura et al., 2005 ; 
Llull et al., 2006 ; Navarre et al., 1999; Pritchard et al., 2004), contrairement au domaine NLPC/P60 
qui n’appartient qu’à la classe des endopeptidases (Figure 44). Par ailleurs, si le domaine catalytique 
NLPC/P60 est spécialisé dans le clivage d’un lien peptidique spécifique dans la chaîne latérale du 
peptidoglycane, le domaine catalytique CHAP est capable d’hydrolyser de multiples liaisons du 
peptidoglycane (Baker et al., 2006 ; Kajimura et al., 2005 ; Llull et al., 2006 ; Navarre et al., 1999). 
D’ailleurs, le domaine CHAP de la protéine Cse de S. thermophilus est capable d’hydrolyser de 
multiples liaisons du peptidoglycane telles que le lien peptidique entre le résidu aminé D-alanine de la 
chaîne latérale et le résidu aminé L-alanine du pont interpeptidique de la paroi de S. thermophilus ou 
encore le lien peptidique entre l’acide méso-diaminopimélique et le résidu aminé D-alanine de la paroi 
de B. subtilis. 
 

3. La superfamille CHAP est associée à divers processus cellulaires. 
 

La plupart des protéines de la superfamille CHAP identifiées à ce jour, sont impliquées 
dans les processus de lyse cellulaire, de division cellulaire ou encore de séparation cellulaire. 

 
Au sein du phylum des Firmicutes, toutes les protéines phagiques CHAP ont pour rôle de 

lyser les cellules bactériennes. Ainsi, les enzymes phagiques telles que l’endopeptidase du phage B30 
de S. agalactiae (Donovan et al., 2006a ; Pritchard et al., 2004), les endopeptidases des phages φ11 et 
φ12 de S. aureus (Navarre et al., 1999 ; Sass et al., 2007), l’enzyme LysWMY du phage φWMY de 
Staphylococcus warneri (Yokoi et al., 2005) ou encore l’enzyme de Skl du phage SK137 de S. mitis 
(Llull et al., 2006) s’inscrivent dans le processus de lyse cellulaire. Concernant, les enzymes 
bactériennes, seule la protéine AcmB de L. lactis a été identifiée comme étant impliquée dans la lyse 
des cellules en phase stationnaire (Huard et al., 2003). Cette endo-β-glucosaminidase présente deux 
domaines catalytiques : « Glucosaminidase » et « CHAP ». Seule l’activité du domaine 
glucosaminidase a été démontré, mais il n’est pas exclu que le domaine CHAP présente lui aussi une 
activité catalytique nécessaire à la fonction d’AcmB.  

 
A ce jour, les données bibliographiques indiquent que les protéines bactériennes de la 

superfamille CHAP interviennent dans les processus de division et de séparation cellulaire. La seule 
protéine actuellement identifiée dans le processus de division cellulaire, est la protéine PcsB/GbpB à 
domaine CHAP des streptocoques impliquée dans l’orientation et le positionnement des plans de 
division (Chia et al., 2001; Mattos-Graner et al., 2006; Ng et al., 2004; Reinscheid et al., 2001). 
Toutes les autres sont impliquées dans le processus de séparation cellulaire. C’est le cas des enzymes 
LytE, LytF et CwlS (YojL) de B. subtilis (Fukushima et al., 2006 ; Yamamoto et al., 2003), de la 
protéine p60 de Listeria monocytogenes (Machata et al., 2005) ou encore de la protéine Sle1 de 
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S. aureus (Kajimura et al., 2005). C’est également le cas de Cse, une protéine CHAP qui agit 
spécifiquement dans la séparation des cellules de S. thermophilus (Borges et al., 2005). 

 
Le fait que les protéines CHAP interviennent dans des processus cellulaires distincts, lyse 

et séparation cellulaire, pourrait suggérer que la séquence protéique du domaine CHAP des enzymes 
de lyse cellulaire puisse présenter des caractéristiques qui lui sont propres et bien distinctes de celles 
de la séquence protéique du domaine CHAP des enzymes de division et de séparation des cellules. Si 
tel est le cas, deux classes distinctes pourraient être établies : la classe des enzymes de lyse cellulaire 
et la classe des enzymes de division et séparation cellulaire. Afin d’étayer cette hypothèse, les 
séquences protéiques des domaines CHAP ont été comparées entre elles. Cependant, cette analyse in 
silico a révélé une importante divergence entre les séquences protéiques du domaine CHAP des 
protéines de lyse cellulaire allant de 60 à 80%, mais aussi entre les protéines de division et de 
séparation cellulaire. Seuls les domaines CHAP des protéines Cse et PcsB de S. thermophilus sont 
homologues témoignant de leur étroite apparentée (Borges et al., 2005). Par ailleurs, quelle que soit la 
fonction assurée par les protéines CHAP, les acides aminés conservés du domaine CHAP sont 
identiques et/ou similaires, ne permettant pas ainsi de distinguer les enzymes de lyse cellulaire de 
celles des enzymes de division et de séparation cellulaire. 

Par conséquent, l’important polymorphisme du domaine CHAP n’est pas étroitement 
corrélé à la diversité des processus cellulaires dans lequel ce domaine est impliqué. 
 

4. Distribution hétérogène des domaines CHAP et NLPC/P60 au sein 
des génomes des Firmicutes.  

 
Au cours de l’analyse in silico des protéines de la superfamille CHAP, nous avons constaté 

que la présence des gènes codant des protéines CHAP diffère de celle des gènes codant des protéines 
NlpC/p60 au sein des génomes du phylum des Firmicutes (Layec et al., 2008a). Ainsi, la majorité des 
protéines CHAP est codée par les génomes de la famille des Lactobacillales (56,5%) et par les 
génomes de la famille des Bacillales (42%). Quant aux protéines NlpC/p60, contrairement aux 
protéines CHAP, elles sont codées par seulement 20% des génomes de la famille des Lactobacillales. 
La majorité de ces protéines sont principalement codées par les génomes de la famille des Bacillales 
(37%) et de la famille des Clostridia (34%). Ainsi, la distribution des protéines CHAP et NlpC/p60 est 
très différente au sein du phylum des Firmicutes. Par ailleurs, au cours de cette recherche 
bioinformatique, l’absence de gènes codant des protéines NlpC/p60 dans les génomes du genre 
Staphylococcus a été observée. Ces génomes codent exclusivement des protéines CHAP. De même, 
les génomes des genres Bacillus et Listeria, codant principalement des protéines NlpC/p60, sont 
dépourvus de gènes codant des protéines CHAP (Layec et al., 2008a). Dans le cas de la famille des 
Lactobacillales, les protéines CHAP sont majoritairement codées par les génomes du genre 
Streptococcus (~ 88,5%). Il est également intéressant de noter que la majorité des génomes séquencés 
du genre Streptococcus sont dépourvus de gènes codant des protéines NlpC/p60. Cependant, un gène 
codant une protéine NlpC/p60 a été révélé pour sept génomes séquencés, correspondant à une 
lipoprotéine putative retrouvée sur un élément transposable suggérant une acquisition du gène de 
celle-ci par transfert horizontal. La présence du gène codant cette lipoprotéine dans le génome de la 
souche S. pyogenes MGAS10750 et son absence pour les 12 autres génomes séquencés de 
S. pyogenes, serait un argument en faveur de cette hypothèse. 
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La distribution hétérogène des domaines catalytiques CHAP et NLPC/P60 au sein du 
phylum de Firmicutes, pourrait s’expliquer par le fait que la paroi cellulaire des genres Bacillus et 
Listeria est pourvue de l’acide méso-diaminopimélique (Schleifer et Kandler, 1972). En effet, les 
hydrolases du peptidoglycane à domaine NLPC/P60 qui ont été rapportées jusqu’à présent, 
hydrolysent seulement la liaison peptidique entre les résidus aminés acide γ-glutamique et acide méso-
diaminopimélique de la chaîne latérale du peptidoglycane (Fukushima et al., 2006 ; Suzuki et Tahara, 
2003 ; Yamaguchi et al., 2004). 
 
 
 

En conclusion, au sein du phylum des Firmicutes, la superfamille CHAP est constituée 
d’au moins deux domaines catalytiques distincts : CHAP et NPLC/P60.  
Les protéines CHAP et NlpC/p60 qui ont été caractérisées jusqu’à ce jour, sont toutes des hydrolases 
du peptidoglycane impliquées dans divers processus cellulaires. Ces enzymes, et tout particulièrement 
celles qui ont un domaine CHAP, sont capables d’hydrolyser de multiples liaisons du peptidoglycane.  
Afin d’élargir nos connaissances, d’un point de vue moléculaire, sur le mode d’action du domaine 
catalytique CHAP, une des perspectives de ce travail serait d’élucider la structure tridimensionnelle de 
celui-ci par la cristallisation du domaine CHAP de la protéine Cse et d’étudier les interactions 
moléculaires entre le domaine CHAP et divers substrats. De même, une étude analogue sur le domaine 
NLPC/P60 pourrait être envisagée. De plus, ces analyses pourraient contribuer à déterminer pourquoi 
une telle diversité de spécificité de clivage du lien peptidique est observée pour le domaine catalytique 
CHAP. 

Par ailleurs, les genres bactériens possédant le domaine CHAP et/ou NLPC/P60 ne 
constituent pas de groupes homogènes dans l’arbre phylogénétique des Firmicutes. Ainsi, quant à 
l’origine de la distribution hétérogène de ces deux domaines, CHAP et NLPC/P60, aucune hypothèse 
phylogénétique évidente ne peut être formulée. 
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II. La séparation cellulaire, un processus postérieur ou ultime de la 
division cellulaire ? 

 
 

La division cellulaire est un processus essentiel consistant à transmettre le patrimoine 
génétique d’une bactérie à ses descendants. Ce processus complexe aboutit la formation de deux 
cellules filles identiques à partir d’une cellule mère.  

Au cours de la division cellulaire, les notions de « scission » et de « séparation » cellulaire 
sont souvent confondues, dans la mesure où la division cellulaire conduit à la disjonction de cellules 
filles individuelles. Dans ce travail, ces deux notions ont été différenciées. La scission cellulaire est le 
mécanisme aboutissant à la formation de deux cellules filles à partir de la cellule mère grâce à la mise 
en place d’un septum, tandis que la séparation cellulaire est le mécanisme permettant de disjoindre les 
deux cellules filles en cellules individuelles par clivage du peptidoglycane qui les relie. Toutefois, la 
séparation cellulaire est étroitement liée à la scission cellulaire, puisque celle-ci ne peut avoir lieu que 
si la septation de la cellule mère en deux cellules filles est aboutie. 
 
 

1. La division cellulaire chez les streptocoques.  
 

La division cellulaire est définie comme un processus complexe dans lequel quatre grands 
mécanismes ont lieu : (i) la réplication de l’ADN ; (ii) la ségrégation chromosomique, (iii) la scission 
de la cellule mère en deux cellules filles non disjointes et (iv) la séparation des cellules filles en 
cellules individuelles. Seul ces deux derniers points seront abordés dans ce manuscrit. 

 
Au cours de la division cellulaire, un septum de division est formé au futur site de 

séparation. Ce processus nécessite le recrutement de diverses protéines de la division pour promouvoir 
la formation du septum, et tout particulièrement la protéine FtsZ, une protéine de division 
indispensable à l’initiation de la septation (pour revue Rothfield et al., 1999 ; Errington et al. 2003 ; 
Buddelmeijer et Beckwith, 2002). Les protéines de division interviennent plus précisément, dans 
l’invagination de la membrane plasmique, dans la synthèse du peptidoglycane permettant 
l’accroissement de la taille cellulaire et dans la synthèse du peptidoglycane septal permettant la 
scission de la cellule mère en deux cellules filles. Par ailleurs, une ou plusieurs protéines de division 
joueraient un rôle dans la coordination de la formation du septum avec d’autres événements du cycle 
cellulaire incluant la réplication chromosomique et la partition des deux chromosomes. Et au final, la 
division cellulaire s’achèvera par la séparation des deux nouvelles cellules filles en cellules 
individuelles. 

 
Chez S. pneumoniae, neuf protéines de division sont essentielles : FtsZ, FtsA, FtsK, 

DivIB/FtsQ, FtsL, FtsW, DivIC/FtsB, PBP3/FtsI et DivIVA. 
Pendant que la protéine FtsK est impliquée dans la ségrégation chromosomique (Aussel et al., 2002), 
la protéine FtsZ polymérise une structure en anneau dit « anneau de constriction-Z » au site de 
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Figure 46 : Illustration schématique de la mise en place du site de séparation des cellules lors de la 
division cellulaire de S. pneumoniae (Noirclerc-Savoye et al., 2005). 
Chez S. pneumoniae, les protéines de division FtsZ, DivIC, FtsW et toutes les PBPs de hauts poids 
moléculaires sont localisées sur le plan équatorial de la cellule mère (A). L’anneau équatorial est dupliqué 
(B) et ces 2 nouveaux anneaux correspondront aux futurs plans équatoriaux des 2 cellules filles (C). 
L’éloignement de ces 2 anneaux résulte de la synthèse longitudinale du peptidoglycane par les PBPs non-
septal. Au niveau du plan équatorial de la cellule mère, futur site de séparation, la membrane plasmique 
s’invagine (D), les protéines de division DivIB et FstL vont être recrutées (E), de même que les PBPs septales 
pour la synthèse du peptidoglycane permettant la scission de la cellule mère en 2 cellules filles (F). 

septation nécessaire à l’invagination de la membrane plasmique et qui va permettre d’initier la scission 
(Figure 46).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La protéine FtsZ est aidée de la protéine FtsA qui assure l’interaction de cette dernière avec 
la membrane plasmique (Lara et al., 2005). Les protéines DivIB, FtsL et DivIC dont le mode d’action 
reste inconnu, sont également recrutées au niveau du plan équatorial, sur le futur site de séparation 
(Noirclerc-Savoye et al., 2005 ; Le Gouëllec et al., 2008). Il en est de même pour les protéines FtsW et 
PBP3 qui participent toutes deux à la biosynthèse de la paroi. En effet, la protéine FtsW est nécessaire 
à la translocation des précurseurs du peptidoglycane au travers de la membrane plasmique, précurseurs 
qui sont ensuite incorporés dans le peptidoglycane par l’intermédiaire des PBPs (Gérard et al., 2002). 
La protéine PBP3 assure quant à elle, la synthèse du peptidoglycane septal permettant la scission de la 
cellule mère en deux cellules filles (Morlot et al., 2003). La synthèse du peptidoglycane non-septal et 
longitudinal est réalisée notamment par PBP2x, PBP1a, PBP2b et RodA (Noirclerc-Savoye et al., 
2003 ; Ishino et al., 1986). Récemment, la protéine DivIVA a été identifiée comme étant une protéine 
de division. DivIVA est recrutée dans une étape tardive de la scission, puisque celle-ci est impliquée 
dans la formation et la maturation des pôles cellulaires avant séparation des cellules (Fadda et al., 
2007). Par conséquent, la participation d’un grand nombre de protéines est nécessaire pour la mise en 
place du site de séparation des cellules lors de la division cellulaire chez S. pneumoniae. Cependant, à 
l’heure actuelle, les données biochimiques et structurales sur ces molécules et sur leurs interactions 
sont peu connues.  
 

Les protéines de la division cellulaire sont conservées dans la plupart des espèces 
bactériennes. L’ensemble de ces protéines de division est notamment retrouvé dans le génome de 
S. thermophilus. De même que l’implication des protéines RodA et PBP2b dans la synthèse 
longitudinale du peptidoglycane a également été étudiée chez S. thermophilus (Thibessard et al., 
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2002b), suggérant ainsi que lors de la division cellulaire, la scission des cellules de cette espèce 
pourrait être semblable à celle de S. pneumoniae.  
 

Ainsi, la scission de la cellule mère en deux cellules filles identiques résulte de la formation 
d’un septum entre celles-ci. Si la plupart des étapes de la scission sont assez bien décrites, notamment 
chez S. pneumoniae (Morlot et al., 2004 ; Noirclerc-Savoye et al., 2005), à l’heure actuelle, les 
mécanismes de régulation dans la séparation des deux cellules filles en cellules individuelles lors de la 
division cellulaire sont peu connus.  

Le fait que l’aspect morphologique d’une bactérie résulte de son patrimoine génétique et 
que la séparation cellulaire soit un phénomène ubiquitaire, quel que soit leur mode de croissance, sous 
forme unicellulaire isolée, associée en paire ou en chaîne, ou encore sous forme de filament mycélien 
suggère que la séparation cellulaire soit un mécanisme actif contrôlé par le génome, plutôt qu’un 
mécanisme passif influé par les conditions physico-chimiques. D’ailleurs, l’identification d’hydrolases 
du peptidoglycane impliquées dans le processus de séparation des cellules qui ont été rapportées dans 
la littérature, mais aussi au cours de ce travail démontre bien qu’il s’agit d’un processus actif contrôlé 
génétiquement. Il reste néanmoins à savoir si l’expression des gènes impliqués dans l’ultime étape de 
la division cellulaire est inductible ou constitutive. 
 

2. La séparation cellulaire implique l’action d’hydrolases du 
peptidoglycane très diverses. 

 
Le fait qu’un phénotype « longue chaîne de cellules » est observé pour le mutant 

S. thermophilus délété du gène cse, nous a amené à considérer le processus de séparation cellulaire 
comme un processus actif, génétiquement contrôlé. 
 

2.1 La séparation des cellules, un processus actif dépendant d’hydrolases 
du peptidoglycane. 

 
Dans la littérature, l’inactivation de gènes conduisant à un phénotype « longue chaîne de 

cellules », sans affecter la morphologie des cellules a également été rapportée. Ainsi, acmA de L. lactis 
(Buist et al., 1995), lytA et lytB de S. pneumoniae (De Las Rivas et al., 2002 ; Garcia et al., 1999a ; 
Sanchez-Puelles et al. 1986), aml de S. mutans (Yoshimura et al., 2006), lytE, lytF et cwlS de 
B. subtilis (Fukushima et al., 2006 ; Yamamoto et al., 2003), murA et p60 de Listeria monocytogenes 
(Carroll et al., 2003 ; Machata et al., 2005), sle1 et atl de S. aureus (Kajimura et al., 2005 ; Yamada et 
al., 1996) ou encore atlA d’Enterococcus faecalis (Eckert et al., 2006 ; Mesnage et al., 2008) par 
exemple, sont tous des gènes dont l’inactivation a conduit à une abolition de la séparation des cellules 
filles et par conséquent, sont tous impliqués dans le mécanisme de séparation cellulaire. Tout comme 
le gène cse de S. thermophilus, ces gènes codent des hydrolases du peptidoglycane.  
 

Les données bibliographiques indiquent que l’intervention d’une ou plusieurs protéines 
peut être nécessaire pour assurer le processus de séparation cellulaire. Ainsi, chez E. coli, AmiC, ayant 
une activité N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase a été identifiée comme étant l’enzyme clé de 
clivage du lien peptidique permettant la séparation cellulaire (Heidrich et al., 2001). Néanmoins, son 
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action peut être accrue par l’intervention d’autres hydrolases du peptidoglycane, notamment les N-
acétylmuramoyl-L-alanine amidases AmiA et AmiB, qui ont été identifiées comme étant des enzymes 
mineures de la séparation des cellules d’E. coli (Bernhardt et al., 2003 ; Heidrich et al., 2001 ; 
Heidrich et al., 2002 ; Höltje et al., 1998 ; Priyadarshini et al., 2006). Chez B. subtilis, les enzymes 
majeures de la séparation des cellules sont LytE et LytF (Ishikawa et al., 1998 ; Margot et al., 1998 ; 
Margot et al., 1999 ; Oshini et al., 1999). Récemment, une troisième enzyme a été identifiée chez 
B. subtilis : CwlS (YojL) (Fukushima et al., 2006). La construction du double mutant lytElytF et du 
triple mutant lytElytFCwlS s’est traduit par la formation de très longues chaînes de cellules, suggérant 
l’action simultanée des endopeptidases LytE, LytF et CwlS dans la séparation des cellules de 
B. subtilis (Fukushima et al., 2006 ; Yamamoto et al., 2003). Chez S. pneumoniae, la protéine majeure 
du processus de séparation des cellules est LytB, une endo-β-glucosaminidase (De Las Rivas et al., 
2002 ; Garcia et al., 1999a) présentant un phénotype « longue chaîne de cellules » lorsque le gène lytB 
est inactivé. Ce phénotype est accru chez le double mutant lytAlytB, suggérant que la protéine LytA, 
une N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase (Sanchez-Puelles et al. 1986) pourrait elle aussi jouer un 
rôle, bien que mineur, dans la séparation des cellules de S. pneumoniae (Garcia et al., 1999b). 

 
Dans le cas de S. thermophilus, l’originalité du gène cse est que sa simple délétion se 

traduit par des chaînes de cellules extrêmement longues pouvant contenir plus de 3000 cellules, 
indiquant que la protéine Cse est l’enzyme clé de la séparation des cellules de S. thermophilus (Borges 
et al., 2005). Afin d’étayer cette hypothèse, la recherche in silico d’enzymes mineures de séparation 
cellulaire dans les génomes séquencés de S. thermophilus a été réalisée, mais aucun candidat possible 
n’a été trouvé. Ainsi, chez S. thermophilus, la séparation cellulaire semble être assurée uniquement par 
Cse. 
 

Ainsi, l’ensemble de ces données a permis d’identifier la nature du contrôle génétique du 
processus de séparation cellulaire qui est médié par l’action d’hydrolases du peptidoglycane 
nécessaires à la rupture des liens du peptidoglycane reliant les deux cellules filles. Toutefois, la 
modulation de l’expression des gènes codant ces enzymes au cours de la division cellulaire à savoir 
s’il s’agit d’une expression constitutive ou inductible reste à déterminer. 
 

2.2 Diversité des enzymes de séparation cellulaire. 
 

Bien que toutes les enzymes de séparation cellulaire soient des hydrolases du 
peptidoglycane, la nature et la spécificité de clivage de ces enzymes s’avèrent très diverses 
(Figure 47). Ainsi, la spécificité enzymatique des enzymes assurant la libération des cellules filles 
intactes serait variable d’une espèce à l’autre. 

 
Les enzymes de séparation cellulaire appartiennent à quatre des cinq classes d’hydrolases 

du peptidoglycane (Figure 47). Elles peuvent être des N-acétylmuramoyl-L-alanine amidases. Tel est 
le cas des protéines Sle1 de S. aureus et LytA de S. pneumoniae (Kajimura et al., 2005 ; Sanchez-
Puelles et al. 1986). Elles peuvent être également des N-acétylglucosaminidases. C’est par exemple le 
cas, des protéines AcmA de L. lactis (Buist et al., 1995), AtlA d’E. faecalis (Eckert et al., 2006), LytB 
de S. pneumoniae (De Las Rivas et al., 2002 ; Garcia et al., 1999a) et MurA de L. monocytogenes 
(Carroll et al., 2003). Mais aussi, appartenir à la classe des N-acétylmuramidases telle que Aml de 
Streptococus mutans (Yoshimura et al., 2006) ou encore à celle des endopeptidases.  
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Figure 47 : Diversité des hydrolases du peptidoglycane de séparation de cellules au sein des Firmicutes (d’après Layec et al., 2008b). 
Les différentes hydrolases du peptidoglycane sont classées en fonction de leur spécificité de clivage du peptidoglycane. Seules les enzymes majeures de séparation cellulaires sont 
illustrées. L’astérisque fait remarquer que l’enzyme Atl de S. aureus est une enzyme bifonctionnelle ayant à la fois une activité de N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase et de N-
acétylglucosaminidase. La spécificité de clivage est précisée pour les endopeptidases. L’architecture modulaire des différentes enzymes est représentée. De même, le nom des 
domaines catalytiques et des domaines de liaison est indiqué. Le rectangle noir figuré sur les schémas des protéines correspond au peptide signal. 
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C’est par exemple le cas, des protéines LytE, LytF, CwlS (YojL) de B. subtilus (Ishikawa et al., 1998 ; 
Margot et al., 1998 ; Margot et al., 1999 ; Oshini et al., 1999 ; Fukushima et al., 2006), p60 de 
L. monocytogenes (Machata et al., 2005) et Cse de S. thermophilus.  

A ce jour, aucune des enzymes de séparation cellulaire n’appartient à la classe des 
carboxypeptidases. Cette classe comprend uniquement les enzymes impliquées dans les étapes 
d’assemblage du peptidoglycane lors de la croissance et la division cellulaire (Morlot et al., 2004 ; 
Schuster et al., 1990). 

Certaines enzymes de séparation cellulaire présentent plusieurs domaines catalytiques qui 
peuvent appartenir à des classes d’hydrolases du peptidoglycane différentes. C’est le cas d’Atl de 
S. aureus qui possède à la fois les activités N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase et endo-β-
glucosaminidase (Yamada et al., 1996). 
 

2.3 Les enzymes de séparation cellulaires seraient spécifiques d’espèces. 
 

L’analyse bibliographique réalisée au sein du phylum des Firmicutes a révélé que les 
enzymes de séparation cellulaire identifiées jusqu’alors, sont spécifiques d’espèces. Ainsi, la protéine 
Cse n’est codée que par le génome de S. thermophilus. De même que LytB est spécifique de 
S. pneumoniae et Aml de S. mutans. Par conséquent, il semblerait qu’au cours de l’évolution, une 
enzyme de séparation cellulaire aurait été sélectionnée pour chacune des espèces bactériennes. Afin 
d’étayer cette hypothèse, la recherche d’enzymes de séparation cellulaire potentielles dans les 
génomes séquencés des espèces bactériennes appartenant au genre Streptococcus a été réalisée. Au 
moins un candidat par espèce a été retenu (Layec et al., 2008b). De même que LytB, Aml et Cse, les 
candidats retenus sont spécifiques d’espèces. Toutefois, la fonction biologique exacte de ces candidats 
reste à déterminer. La recherche des acteurs de séparation cellulaire pourrait s’étendre chez 
S. salivarius et S. vestibularis, deux espèces phylogénétiquement proches de S. thermophilus 
(Kawamura et al., 1995 ; Poyart et al., 1998). 
 

Ainsi, contrairement aux protéines de division cellulaire qui sont très conservées, les 
enzymes de séparation cellulaire sont spécifiques d’espèces. Néanmoins, quelle peut être la nature des 
pressions de sélection qui s’exerce sur la spécificité de ces enzymes ? 
 

2.4 La séparation cellulaire, un processus postérieur à la division 
cellulaire ? 

 
Il est communément admis que la séparation cellulaire est l’ultime processus de la division 

cellulaire. Néanmoins, les données bibliographiques ainsi que ce travail nous amènent à considérer 
que la séparation cellulaire pourrait être un mécanisme à part entière, postérieur à la division 
cellulaire. Un argument en faveur de cette hypothèse est que contrairement aux protéines de division 
cellulaire, l’inactivation des protéines de séparation cellulaire n’affecte pas la morphologie des cellules 
et seule la formation de cellules en chaîne est observée. Par conséquent, son inhibition n’empêche pas 
les cellules de se diviser mais seulement de se disjoindre. Par ailleurs, les enzymes de séparation 
cellulaire sont très diverses et spécifiques d’espèces, contrairement aux protéines de division 
cellulaire. 
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3. La séparation cellulaire nécessite une localisation spécifique des 
hydrolases du peptidoglycane. 

 
La liaison peptidique entre le résidu aminé D-alanine de la chaîne latérale du 

peptidoglycane et le résidu L-alanine du pont interpeptidique, clivée par Cse est omniprésente dans la 
paroi cellulaire de S. thermophilus (Schleifer et Kandler, 1972). Ainsi, se pose la question de savoir 
comment les cellules filles sont-elles séparées les unes des autres sans être lysées ? 
 

3.1 Les enzymes de séparation cellulaires sont localisées dans des régions 
subcellulaires spécifiques : aux pôles et/ou aux septa des cellules. 

 
Le processus de séparation cellulaire implique un clivage rigoureux et précis du 

peptidoglycane afin de préserver son intégrité et éviter la lyse cellulaire. Ainsi, l’hypothèse selon 
laquelle les enzymes de séparation cellulaire n’induisent pas la lyse des cellules filles au cours de leur 
séparation pourrait s’expliquer, tout au moins en partie, par leur localisation ciblée. Un argument en 
faveur de cette hypothèse, sont les résultats des études de la localisation d’enzymes de séparation 
cellulaire de bactéries à coloration Gram positive rapportés dans la littérature. Mais aussi, l’étude de la 
localisation in situ de Cse à la surface des cellules de S. thermophilus qui a été réalisée au cours de ce 
travail. 

 
Ainsi, par exemple, la protéine LytB de S. pneumoniae (De Las Rivas et al., 2002), ainsi 

que les endopeptidases LytE, LytF et CwlS (YojL) de B. subtilis se lient préférentiellement aux pôles 
des cellules. L’autolysine Atl de S. aureus, est retrouvée spécifiquement aux régions septales (Yamada 
et al., 1996), tandis que l’autolysine AcmA de L. lactis est localisée à la fois aux pôles des cellules et 
aux septa (Steen et al., 2005). Comme toutes hydrolases du peptidoglycane intervenant dans la 
séparation des cellules, nous avons montré que la localisation de Cse est ciblée, cette protéine étant 
retrouvée aux septa des cellules. Toutefois, la particularité de Cse par rapport à ces autres enzymes est 
que celle-ci ne se lie qu’aux septa matures où le lien de peptidoglycane entre les cellules filles est très 
fin (Figure 34).  
 

Ainsi, bien que le peptidoglycane recouvre toute la surface des cellules bactériennes et que 
les liaisons peptidiques clivées par les enzymes de séparation cellulaire soient ubiquitaires, l’action de 
ces enzymes ciblées préférentiellement voire spécifiquement aux pôles et/ou aux septa des cellules 
permettrait d’expliquer qu’elles ne conduisent pas à la lyse cellulaire. 
 

3.2 Quel est le mécanisme conduisant à la localisation spécifique de Cse 
aux septa matures des cellules de S. thermophilus ? 

 
Plusieurs hypothèses non mutuellement exclusives peuvent être émises afin d’expliquer la 

localisation exclusive de Cse aux septa matures des cellules de S. thermophilus. 
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Figure 48 : Localisation de la protéine Sip à la 
surface des cellules de S. agalactiae (Rioux et al., 
2001). 
La localisation de la protéine Sip est indiquée par des 
flèches pointées sur les grains d’or couplés aux pôles 
des cellules et au niveau du septum. Cette 
photographie a été prise en microscopie électronique 
à transmission. 
La barre correspond à 0,2 μm. 

a. Le peptide signal permet l’adressage des protéines de surface. 
 

Une des explications possible de la quasi-exclusivité de la fixation de la protéine Cse aux 
septa matures est de considérer un mécanisme spécifique d’adressage de Cse à son site d’action.  
Toutes les cellules vivantes présentent des mécanismes spécifiques qui permettent de cibler les 
protéines de surface sur leur site d’action. Chez les bactéries, le peptide signal joue un rôle primordial 
dans le transport des protéines à travers la membrane plasmique, en association avec les systèmes de 
translocation Sec et Tat (Pugsley et al., 2004). Récemment, Carlsson et al. (2006) ont démontré que le 
peptide signal influe directement sur la localisation des deux protéines de surface de S. pyogenes : la 
protéine M et la protéine F (PrtF). Ces deux protéines diffèrent par leur localisation, la protéine M 
étant sécrétée au niveau des septa, tandis que la protéine PrtF se localise préférentiellement aux pôles 
cellulaires. Les protéines M et PrtF ont toutes deux, un peptide signal qui leur est propre. L’échange de 
ces peptides signaux distincts entre les protéines M et PrtF a conduit à un changement de leur 
localisation habituelle, suggérant que les peptides signaux pourraient contenir les informations 
nécessaires à l’adressage spécifique des protéines à la surface des cellules bactériennes, en plus de leur 
rôle classique dans la translocation des protéines au travers de la membrane plasmique (Carlsson et al., 
2006). Par conséquent, la possibilité que le peptide signal de Cse gouverne son exportation aux septa 
matures n’est pas à exclure.  

Les résultats obtenus au cours de ce travail de recherche indiquent que l’extrémité 5’ du 
gène cse contenant le peptide signal et le module LysM est probablement issue du gène ancestral sip 
de S. thermophilus. Ce dernier code une protéine de surface immunogène de fonction inconnue chez 
les streptocoques. Les seules données concernant la protéine Sip ont été obtenues chez S. agalactiae 
où celle-ci est localisée à la fois aux pôles cellulaires et aux régions septales (Figure 48) (Rioux et al., 
2001). Ainsi, la spécificité de localisation de la protéine Sip diffère de celle de la protéine Cse de 
S. thermophilus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le peptide signal de la protéine Cse de S. thermophilus (de la position 1 à 28 en résidu aminé) et celui 
de la protéine Sip de S. agalactiae (de la position 1 à 26 en résidu aminé) a révélé un important taux de 
divergence (60%). Cette divergence de séquence pourrait expliquer la localisation distincte de ces 
deux protéines. Par ailleurs, le site de clivage des peptides signaux de ces deux protéines prédits par le 
logiciel SignalP3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) est différent. Il s’agit respectivement des 
séquences aminées VHA-DE et VQA-QE pour les protéines Cse et Sip. Par conséquent, les données 
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actuelles nous permettent d’émettre l’hypothèse selon laquelle le peptide signal de Cse et de Sip serait 
directement lié à la sécrétion de ces protéines à différentes régions subcellulaires. 

Afin de confirmer cette hypothèse, il serait donc intéressant d’étudier de nouveau la 
localisation de la protéine Cse à la surface des cellules de S. thermophilus après échange de son 
peptide signal avec celui de la protéine Sip de S. agalactiae. 
 

b. Le domaine LysM est impliqué dans l’attachement des protéines à la 
paroi. 

 
Une autre explication possible est de considérer que la spécificité de clivage de Cse 

pourrait être assurée par l’accès restreint de l’enzyme à son site d’action, via son domaine 
d’attachement à la paroi, le domaine LysM. Un argument en faveur de cette hyptohèse est que de 
nombreuses protéines de surface, et notamment les hydrolases du peptidoglycane, à domaine LysM 
présentent une localisation ciblée. Par exemple, la protéine AcmA de L. lactis (Steen et al., 2003), les 
protéines LytE, LytF et CwlS (YojL) de B. subtilis (Fukushima et al., 2006 ; Yamamoto et al., 2003) 
ou encore la protéine de surface Sip de S. agalactiae (Rioux et al., 2001) sont retrouvées à des sites 
d’action spécifiques : aux pôles des cellules et/ou aux régions septales.  

 
Par ailleurs, le domaine LysM serait nécessaire à l’activité des hydrolases du 

peptidoglycane sur leur site d’action. Il a été démontré que l’activité des protéines AcmA de L. lactis 
et AtlA d’E. faecalis qui possèdent respectivement 3 et 6 domaines LysM dans leur extrémité C-
terminale était diminuée ou perdue par délétion d’un ou plusieurs de ces domaines (Steen et al., 2005 ; 
Eckert et al., 2006). Cette diminution ou perte d’activité résulterait de l’incapacité de la protéine à se 
lier à la paroi, et par conséquent à agir sur son site d’action. Cette hypothèse a été confirmée par 
l’étude de la localisation des dérivés de la protéine AcmA par immunofluorescence. Les auteurs ont 
montré que la fixation d’AcmA était perdue lorsque 2 des 3 domaines LysM étaient délétés (Steen et 
al., 2005). De même, au cours de ce travail, nous avons montré que le domaine LysM est essentiel 
pour la séparation des cellules de S. thermophilus. Les résultats de la localisation par 
immunofluorescence ont révélé une incapacité de fixation de la protéine Cse délété du domaine LysM 
sur les cellules de S. thermophilus confirmant que celui-ci est le domaine d’attachement de Cse à la 
paroi.  

 
La comparaison de la séquence protéique du domaine LysM de Cse (de la position 53 à 96 

en résidu aminé) de S. thermophilus avec celle du domaine LysM de Sip (de la position 51 à 96 en 
résidu aminé) de S. agalactiae a révélé 39,1% de divergence qui pourrait être éventuellement 
responsable des localisations distinctes de ces deux protéines. Afin d’étayer cette hypothèse, il serait 
donc intéressant d’échanger le domaine LysM de Cse avec celui de la protéine Sip de S. agalactiae. 
Toutefois, la séquence du peptide signal de ces deux protéines est également très différente, et il n’est 
pas exclu que la localisation distincte de Cse et Sip soit due à la fois au peptide signal et au domaine 
LysM. 

 
Or, les données obtenues au cours de ce travail révèlent que le peptide signal de la protéine 

Cse de S. thermophilus est identique à celui des protéines Sip de S. salivarius et S. vestibularis. Par 
ailleurs, son domaine LysM présente 11,4% de divergence avec ceux de ces mêmes protéines. Afin de 
déterminer l’impact de la divergence du domaine LysM sur la localisation ciblée de Cse aux septa 
matures, l’immunolocalisation de la protéine Sip à la surface des cellules de S. salivarius à l’aide des 
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Figure 49 : Immunolocalisation de la 
protéine Cse et de ses dérivées à la surface 
des cellules de S. thermophilus. 
A. Souche sauvage, B. Mutant cseΔVar et C. 
Mutant cseΔCHAP. Les photographies des 
chaînes de cellules de S. thermophilus ont été 
prises en phase de contraste au microscope 
confocal à balayage laser (A1 à C1). 
La protéine Cse (A2) et ses dérivées CseΔVar 
(B2) et CseΔCHAP (C2) ont été révélées par 
marquage en immunofluorescence avec les 
anticorps Alexa-fluor488 qui s’hybrident sur 
les anticorps primaire, anti-LysMCse. Sur la 
photographie A2, la localisation ciblée de la 
protéine Cse est indiquée par des flèches. Sur 
les photographies B2 et C2, quelques flèches 
sont représentées pour indiquer la localisation 
dispersée des protéines CseΔVar et 
CseΔCHAP. La barre correspond à 25 μm. 

anticorps polyclonaux anti-LysMCse (reconnaissant l’extrémité N-terminale de Cse du résidu aminé 1 à 
183) a été entreprise. Les résultats préliminaires obtenus n’ont pas permis de conclure à une 
localisation ciblée de la protéine Sip. En effet, le sérum pré-immun (témoin de contrôle) s’est avéré 
non valide à cause d’interaction de celui-ci avec des composants de la paroi de S. salivarius. En 
perspective, il serait donc intéressant de produire des anticorps anti-Sip spécifiques afin de déterminer 
la localisation de la protéine Sip à la surface des cellules de S. salivarius. Si celle-ci est différente de 
celle de la protéine Cse, une expérience d’échange du domaine LysM entre Cse de S. thermophilus et 
Sip de S. salivarius pourrait être envisagée. Elle permettrait de savoir si le domaine LysM est ou non 
le seul acteur permettant la localisation spécifique de Cse aux septa matures. 
 

c. La localisation spécifique de Cse peut-elle être influencée par les 
régions « Var » et « CHAP » ? 

 
Il est probable que le peptide signal et le domaine LysM agissent de manière coopérative : 

le peptide signal permettrait l’adressage spécifique de Cse aux septa matures, tandis que le domaine 
LysM assurerait son attachement à la paroi de S. thermophilus. Ainsi, tous deux seraient suffisants 
pour consentir à un clivage rigoureux et précis du peptidoglycane afin de préserver l’intégrité des 
cellules de S. thermophilus et éviter toute lyse cellulaire. Néanmoins, d’autres régions de la protéine 
Cse ont été jugées importantes pour le positionnement correct de cette protéine au niveau des septa 
matures. En effet, la délétion de la région centrale « Var » ainsi que celle du domaine catalytique 
CHAP a conduit à une modification de la localisation de Cse à la surface des cellules de 
S. thermophilus (Figure 49). 
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Les signaux de fluorescence (Figure 49) montrent que les protéines tronquées (CseΔVar et 
CseΔCHAP) sont des protéines de surface de S. thermophilus localisées sur tout le contour des 
cellules, contrairement à celle de la protéine Cse qui présente une localisation ciblée. Bien que nous ne 
puissions pas exclure un rôle direct de ces deux régions (Var et CHAP) sur la fixation à la paroi et/ou 
au site de reconnaissance du substrat, ces données suggèrent que la conformation tridimensionnelle 
pourrait être impliquée dans l’adressage de Cse à son site d’action. Toutefois, la localisation des 
protéines CseΔVar et CseΔCHAP pourrait différer de celle de Cse à cause de modifications de la 
conformation tridimensionnelle de ces protéines.  
 

Néanmoins, plusieurs hypothèses concernant l’implication de la région « Var » et du 
domaine « CHAP » dans la localisation ciblée de Cse peuvent être émises : 

• La délétion de la région « Var » suggère que celle-ci a peu ou pas d’influence sur 
l’activité de Cse dans le processus de séparation des cellules de S. thermophilus. Néanmoins, la région 
« Var » n’est pas dépourvue de rôle, puisque sa délétion laisse à supposer que celle-ci serait nécessaire 
au positionnement correct de Cse à son site d’action.  

L’hypothèse privilégiée est que cette région soit un « linker » reliant les deux domaines 
fonctionnels LysM et CHAP entre eux. Elle pourrait avoir pour rôle d’espacer physiquement le 
domaine catalytique CHAP du domaine de liaison à la paroi LysM, afin que ce dernier puisse être à 
proximité de son site de clivage. Ceci porrait être une explication à la localisation restreinte de Cse à la 
surface des cellules, et par conséquent, la délétion de la région « Var » abolirait cette restriction. Si tel 
est le cas, on peut supposer que le changement de la région « Var » par une autre région de faible 
complexité ne devrait pas influer sur la localisation de Cse. Ainsi, l’étude de la localisation de Cse à la 
surface des cellules d’un mutant de S. thermophilus LMG18311 pourrait être réalisée afin de 
confirmer cette hypothèse. La particularité de ce mutant est que celui-ci présente un allèle cse modifié 
dans lequel la région « Var » a été remplacée par celle de l’allèle cse de la souche S. thermophilus 
CNRZ368 qui diffère en séquence et en taille (Borges et al., 2005).  

 
Par ailleurs, l’hypothèse selon laquelle la région « Var » serait un domaine de liaison à la 

paroi n’est pas à exclure. En effet, cette région est particulièrement riche en résidus aminés proline, 
sérine et thréonine. Or, le domaine de liaison à la paroi de la protéine Ftf de S. salivarius est également 
riche en ces résidus aminés (Rathsam et Jacques, 1998). Les fonctions hydroxyles des résidus aminés 
sérines et thréonines pourraient interagir avec des composants de la paroi en formant des liaisons 
hydrogènes (Rathsam et Jacques, 1998). Un rôle d’attachement à la paroi pour un domaine d’une autre 
protéine de S. thermophilus : l’hydrolase du peptidoglycane Mur-1, a également été proposé. Cette 
protéine associée à la paroi ne présente aucune similarité avec les domaines d’attachement connus. En 
revanche, elle présente une région particulière riche en résidus aminés glycine, sérine et thréonine. Les 
auteurs ont par conséquent fait l’hypothèse que cette région permettrait la liaison de la protéine Mur-1 
à la paroi cellulaire de S. thermophilus (Husson-Kao et al., 2000). 
 

Il a également été démontré par des expériences de fusion avec des protéines rapporteurs, 
que des régions dont l’interrogation dans les banques de données n’a révélé aucun domaine connu, ni 
aucune homologie de séquence, sont suffisantes pour diriger spécifiquement la localisation de la 
protéine de fusion (Baba et Schneewind, 1998). Il s’agit des trois séquences répétées de la protéine Atl 
de S. aureus (Oshida et al., 1995 ; Yamada et al., 1996). La fusion de chacune de ces séquences avec 
une protéine rapporteur a révélé une localisation de ces protéines de fusion au niveau de l’anneau 
équatorial à la surface cellulaire, (c’est-à-dire au septum naissant, futur site de scission cellulaire) 
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(Baba et Schneewind, 1998), ce qui est en accord avec les résultats de microscopie électronique de la 
protéine Atl à la surface des cellules de S. aureus (Yamada et al., 1996). Ainsi, Baba et Schneewind 
(1998) ont émis l’hypothèse selon laquelle Atl se fixerait sur un récepteur de paroi spécifique 
responsable de sa localisation ciblée (Baba et Schneewind, 1998). De même, De Las Rivas et al., 
(2002) ont postulé que des récepteurs spécifiques seraient responsables du positionnement correct de 
la protéine LytB aux régions polaires des cellules de S. pneumoniae, permettant ainsi une hydrolyse 
localisée du peptidoglycane conduisant à la séparation des cellules (De Las Rivas et al., 2002). 
Cependant, dans le cas de LytB, il a été démontré que celle-ci interagissait avec les résidus cholines de 
la paroi cellulaire (Garcia et al., 1999b ; López et al., 2000), pouvant faire office de récepteurs 
spécifiques de cette protéine. 

 
Le fait que la région « Var » ne correspond à aucun domaine connu et ne présente aucune 

homologie de séquence et que celle-ci soit nécessaire au positionnement correct de Cse, suggère donc 
que cette région, riche en motifs répétés ferait office de ligand spécifique de récepteurs responsables 
de la localisation ciblée de Cse. Cette région pourrait aussi interagir avec des composés de la paroi de 
S. thermophilus tels que les acides téichoïques, les acides lipotéichoïques, les polysaccharides ou 
encore les résidus cholines dont la présence permettrait de réguler la fixation des protéines à la surface 
des cellules.  
 

En perspective, il serait donc intéressant d’élucider la fonction de la région « Var » et son 
implication dans la localisation spécifique de Cse. Des expériences analogues à celles des séquences 
répétées Atl de S. aureus par Baba et Schneewind (1998) pourraient être envisagées. Ainsi, la fusion 
de la région « Var » avec la protéine GST (pour Glutathione S-transferase) pourra être réalisée. La 
localisation de la protéine de fusion « GST-Var » par microscopie électronique à transmission et/ou à 
fluorescence, après incubation de celle-ci avec les cellules de S. thermophilus sera étudiée. Si la région 
« Var » est apte à interagir avec la paroi, la protéine hydride aurait par conséquent, une localisation 
pariétale qui pourrait être en accord ou non avec la localisation de la protéine Cse aux septa matures. 
Si tel est le cas, l’étude de l’impact du polymorphisme de la région « Var » sur le positionnement 
correct de Cse pourra être entrepris par des expériences de fusion entre la protéine GST et diverses 
combinaisons de motifs répétés constituant cette région. 
 

• Dans le cas du domaine CHAP, il a été postulé pour l’endolysine du phage B30 de 
S. agalactiae que celui-ci pourrait jouer un rôle dans la reconnaissance au substrat, en plus de sa 
fonction d’hydrolyse du peptidoglycane (Donovan et al., 2006b). Afin d’étayer cette hypothèse, le 
changement du domaine CHAP de Cse avec celui de l’endolysine B30 pourrait être envisagé, d’autant 
plus que ces deux domaines ne présentent que seulement 12,8% d’identité. De même, le domaine 
CHAP de Cse pourrait être remplacé par celui de l’enzyme de séparation cellulaire Sle1 de S. aureus 
(Kajimura et al., 2005) présentant 29,4% d’identité et dont le substrat reconnu est différent de celui de 
la protéine Cse. Ainsi, si le domaine CHAP est réellement impliqué dans la reconnaissance au substrat, 
dans les deux cas, cet échange conduirait sans doute à une localisation et/ou une activité différente de 
celle de la protéine Cse. 

 
Par ailleurs, de même que pour la région « Var », on pourrait imaginer que le domaine 

CHAP soit également la cible de récepteurs spécifiques responsable du positionnement correct de Cse. 
Néanmoins, lorsque l’on déléte l’une des deux régions (Var ou CHAP), la localisation des protéines 
tronquées est dispersée (Figure 49). Ainsi, il n’est pas exclu que l’association du domaine CHAP avec 



Discussion - Perspectives 

 - 104 - 

la région « Var » soit nécessaire pour que la protéine Cse puisse interagir spécifiquement avec des 
récepteurs. Si tel est le cas, en perspective, il conviendra d’identifier ses récepteurs.  
 

d. Les composants de la paroi pourraient être responsables de la 
localisation spécifique des hydrolases du peptidoglycane. 

 
Une hypothèse alternative de la localisation quasi-exclusive de Cse aux septa matures est 

de supposer que cette protéine interagit spécifiquement avec des composants de la paroi. C’est le cas 
par exemple, de la protéine LytA de S. pneumoniae qui se lie préférentiellement aux régions septales, 
riches en résidus cholines (De Las Rivas et al., 2002). Toutefois, Cse étant dépourvue de domaine de 
liaison à la choline, il n’est donc pas envisageable qu’elle puisse se lier spécifiquement aux septa 
matures grâce à ce type de résidus. 

 
En revanche, il est possible que les septa matures soient dépourvus de certains composants 

de la paroi tels que les polysaccharides ou les acides lipotéichoïques. Contrairement à ce que l’on 
pourrait supposer, les acides lipotéichoïques ne sont pas répartis uniformément dans la paroi cellulaire. 
En effet, il a été démontré que les acides lipotéichoïques qui sont des composés 
polyglycérolphosphates ou polyribitolphosphates associés aux molécules de glycane de la paroi, sont 
responsables de la fixation spécifique d’AcmA de L. lactis, puisque celle-ci ne se lie que dans les 
régions qui en sont dépourvues (Steen et al., 2003). A l’inverse, la protéine AcmA peut se fixer sur 
l’intégralité de la surface des cellules de L. lactis traitées à l’acide trichloroacétique, éliminant les 
acides lipotéichoïques (Steen et al., 2003). Par ailleurs, les polysaccharides associés à la paroi 
empêcherait également la fixation d’AcmA sur les cellules de Lactobacillus helveticus (Steen et al., 
2003). Ainsi certaines caractéristiques propres à l’espèce comme la synthèse de polysaccharides 
pourraient influer sur la fixation des protéines à la surface des cellules bactériennes. 

Afin d’étayer l’hypothèse selon laquelle les acides lipotéichoïques pourrait influer sur la 
localisation ciblée de Cse, il conviendra d’étudier le positionnement de Cse sur des cellules de 
S. thermophilus traitées à l’acide trichloroacétique. Par ailleurs, si la localisation est spécifique 
d’espèces, une expérience consistant à étudier la localisation de Cse à la surface des cellules de 
différentes bactéries à coloration Gram positive par immunolocalisation pourrait être envisagée. Ceci 
pourrait être réalisée soit par transformation génétique de diverses bactéries en introduisant un 
plasmide porteur d’une copie fonctionnelle du gène cse, soit en incubant la protéine Cse avec des 
cellules de diverses bactéries. 
 

Récemment, il a été démontré que la modification structurale du peptidoglycane par des O-
acétylations diminue la liaison de la protéine AcmA sur la paroi modifiée de L. lactis (Veiga et al., 
2007), tandis que celle-ci n’est pas affectée lorsque la paroi de L. lactis est modifiée par des dé-N-
acétylations (Meyrand et al., 2007). Dans le génome de S. thermophilus, le gène responsable de 
l’acétylation du peptidoglycane (pdgA) est tronqué. Ainsi, il n’est pas exclu que l’acétylation ou toute 
autre modification de la paroi de S. thermophilus puisse également influer sur le positionnement ciblé 
de Cse. Afin d’étayer cette hypothèse, il serait intéressant d’introduire une copie fonctionnelle du gène 
pdgA dans le génome de S. thermophilus et de voir son impact sur la localisation de Cse. Ainsi, si la 
structure chimique de la paroi de S. thermophilus est réellement impliquée dans la localisation de Cse, 
sa modification conduira sans doute à une modification de la localisation de Cse. A plus long terme, 
l’établissement de la cartographie de la structure du peptidoglycane de S. thermophilus pourrait 
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apporter des éléments de réponse à la localisation spécifique de Cse par une étude comparative de 
celle-ci avec celle d’autres espèces bactériennes. 
 
 
 

En conclusion, lors de la division cellulaire, le processus de séparation cellulaire des 
bactéries, est un processus actif contrôlé génétiquement dont la finalité est de disjoindre les deux 
cellules filles par hydrolyse du lien du peptidoglycane qui les relie. Tous les gènes impliqués dans ce 
processus, codent des hydrolases du peptidoglycane localisées aux pôles et/ou septa cellulaires. Cela 
n’exclut pas que des paramètres physico-chimiques environnementaux puissent influer sur la 
séparation physique des cellules par cassure aléatoire. Par ailleurs, le processus de séparation cellulaire 
n’interfère pas avec la division cellulaire, puisqu’au cours de ces travaux, nous avons montré que la 
morphologie des cellules du mutant S. thermophilus LMG18311Δcse n’est pas affectée, contrairement 
au mutant S. thermophilus LMG18311ΔpcsB qui présente des cellules difformes résultant d’un 
positionnement et d’une orientation incorrects des plans de division (Figure 27). Ainsi, la séparation 
cellulaire pourrait être un processus postérieur ou ultime de la division cellulaire. 
 

Ce travail nous a amené à émettre de nouvelles hypothèses quant au modèle de séparation 
cellulaire de S. thermophilus et soulève de nouveaux questionnements : A quel moment peut-on 
différencier d’un point de vue moléculaire la séparation cellulaire de la scission ? A quel moment les 
gènes de séparation cellulaire sont-ils exprimés au cours de la division cellulaire ? Ont-ils une 
expression inductible ou constitutive ? Existe-il des récepteurs spécifiques responsables de la 
localisation ciblée des enzymes de séparation cellulaire ? Est-ce que Cse peut interagir avec la protéine 
DivIVA impliquée dans la formation et la maturation des pôles cellulaires avant la séparation ? De 
plus, le fait que Cse soit codée uniquement par le génome de S. thermophilus nous amène à la question 
de savoir si le modèle de séparation cellulaire de S. thermophilus peut être transposé aux deux autres 
espèces du groupe salivarius. Les réponses à ces questions nous permettrons d’élargir nos 
connaissances sur la séparation cellulaire et notamment de celle de S. thermophilus. 

En perspective, il serait donc intéressant d’une part d’étudier l’expression du gène cse par 
la technique de RT-PCR à temps réel à différentes phases de la croissance de S. thermophilus, et 
d’autre part, de suivre l’expression de la protéine Cse tout au long de la croissance et la division 
cellulaire de S. thermophilus par immunolocalisation afin de savoir à quel moment précisément 
intervient Cse. Parallèlement, pour répondre à la question : Est-ce que Cse interagit avec d’autres 
protéines ? Le suivi de l’expression de protéines de division cellulaire telles que PcsB, impliquée dans 
le positionnement et l’orientation des plans de division ou encore DivIVA, agissant avant la rupture du 
lien de peptidoglycane entre les cellules filles, pourrait être réalisé. Il conviendra également de 
rechercher les acteurs de la séparation cellulaire de S. salivarius et de S. vestibularis afin de les 
comparer avec ceux de S. thermophilus. Ceci permettra de savoir si le modèle de séparation des 
cellules de S. thermophilus peut être ou non transposé aux deux autres espèces du groupe salivarius.  
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III. Mécanisme de création de la diversité des hydrolases du 
peptidoglycane : implication du réassortiment de modules et des 
régions de faible complexité. 

 
 

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence que les hydrolases du peptidoglycane 
impliquées dans le processus de séparation cellulaire sont très diverses. Cette diversité peut 
s’expliquer d’une part par la nature variée des domaines catalytiques et des domaines d’attachement au 
peptidoglycane, et d’autre part par les différentes associations de ces domaines entre eux (Figure 47). 
Par ailleurs, les données bibliographiques suggèrent que le mécanisme majeur responsable de la 
diversité des hydrolases du peptidoglycane en général serait le réassortiment de modules. La création 
du gène cse par réassortiment de modules, codant une hydrolase du peptidoglycane est un exemple 
supplémentaire. 
 
 

1. L’architecture modulaire des hydrolases du peptidoglycane 
contribue à leur diversité. 

 
La plupart des hydrolases du peptidoglycane se caractérise par une structure modulaire 

composée d’au moins deux domaines fonctionnels : l’un contenant le site catalytique de l’enzyme et 
l’autre responsable de la reconnaissance et/ou fixation à des composants de la paroi cellulaire.  
C’est le cas des enzymes de séparation cellulaire qui disposent toutes d’un domaine d’hydrolyse du 
peptidoglycane et d’un ou plusieurs domaines d’attachement à la paroi (Figure 47). Cse n’échappe pas 
à cette règle puisqu’elle présente à son extrémité C-terminale, le domaine catalytique CHAP et à son 
extrémité N-terminale, un domaine d’attachement à la paroi cellulaire, le domaine LysM.  
 

Au sein du phylum des Firmicutes, les hydrolases du peptidoglycane présentent des 
domaines catalytiques et des domaines de liaison et/ou reconnaissance du substrat très variés. En effet, 
l’analyse bioinformatique de l’ensemble des hydrolases du peptidoglycane des Firmicutes a révélé 14 
domaines catalytiques distincts qui sont répartis en fonction de leur spécificité enzymatique sur la 
figure 50. Certaines classes d’enzymes présentent plusieurs domaines catalytiques distincts capables 
de cliver la même liaison peptidique du peptidoglycane. C’est le cas par exemple, de la classe des N-
acétylmuramoyl-L-alanine amidases dont l’activité catalytique peut être assurée par quatre domaines 
distincts : « Amidase_2 » ; « Amidase_3 » ; « Amidase_5 » et « CHAP (Figure 50).  

 
Les hydrolases du peptidoglycane peuvent posséder plusieurs domaines catalytiques 

identiques telle que l’endopeptidase YwtD de B. subtilis présentant trois domaines NLPC/P60 (Suzuki 
et Tahara, 2003), ou différents. Dans ce dernier cas, la présence de domaines catalytiques distincts 
confère aux hydrolases du peptidoglycane des activités enzymatiques multiples. Ainsi, l’autolysine Atl 
de S. aureus est une enzyme bifonctionnelle qui possède à son extrémité N-terminale, un domaine 
« Amidase_2 » conférant une activité N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase et à son extrémité C-
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terminale, un domaine « Glucosaminidase » responsable de son activité β-endoglucosaminidase 
(Biswas et al., 2006 ; Oshida et al., 1995 ; Yamada et al., 1996). L’endolysine du phage B30 de 
S. agalactiae présente quant à elle, à la fois les activités N-acétylmuramidase et endopeptidase 
résultant respectivement de l’action indépendante de ses domaines « Glyco_hydro_25 » et « CHAP » 
(Donovan et al., 2006a ; Pritchard et al., 2004). Un autre exemple, est celui de l’enzyme LysWMY du 
phage φWMY de Staphylococcus warneri dont l’activité N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase et 
l’activité endopeptidase résultent respectivement de la présence des domaines catalytiques 
« Amidase_2 » et « CHAP » (Yokoi et al., 2005). L’enzyme φMR11 de S. aureus présente quant à 
elle, un domaine catalytique « CHAP » et un domaine catalytique « Glucosaminidase » (Rashel et al., 
2008) . 

La figure 50 indique ainsi pour chacun des domaines catalytiques distincts de chacune des 
classes d’hydrolases du peptidoglycane, les domaines pouvant y être associés. Ces domaines peuvent 
être, des domaines catalytiques additionnels et/ou des domaines de surface de nature diverse, tels que 
des domaines de liaison à la paroi, des domaines de liaisons à la couche S et des domaines d’adhésion 
à la matrice extracellulaire. Au total, 27 domaines de surface ont été répertoriés (Layec et al., 2008b). 
Les domaines d’attachement à la paroi les plus couramment observés sont LysM, ChBD (pour Choline 
binding protein domain) et SH3 (indiqués dans les octogones en blanc, figure 50). Ces domaines sont 
responsables de la spécificité de liaison à la paroi cellulaire des hydrolases du peptidoglycane. Par 
exemple, la liaison de la protéine LytA aux résidus cholines de la paroi cellulaire de S. pneumoniae est 
promue par le domaine ChBD de cette dernière (Garcia et al., 1994 ; De Las Rivas et al., 2002). De 
même, la protéine ALE-1 de Staphylococcus capitis se lie spécifiquement au peptidoglycane des 
staphylocoques grâce à son domaine SH3 (Fujiwara et al., 2005). Les domaines de liaison peuvent être 
présents en copie unique ou au contraire en multiple copie. Par exemple, Cse est caractérisée par un 
seul domaine LysM alors que AtlA d’E. faecalis et AcmA de L. lactis présentent respectivement 6 et 3 
domaines LysM à leur extrémité C-terminale (Eckert et al., 2006 ; Steen et al., 2005). Les protéines 
LytA et LytB de S. pneumoniae possédent quant à elles, respectivement 6 et 12 domaines ChBD 
(Sanchez-Puelles et al., 1990 ; De Las Rivas et al., 2002).  

 
Par ailleurs, les hydrolases du peptidoglycane peuvent présenter divers domaines de 

surfaces associés à un domaine catalytique unique. Tel est le cas de la protéine p60 de 
L. monocytogenes qui présente deux domaines de liaison distincts : LysM et SH3 associés à un 
domaine catalytique NLPC/P60 (Kohler et al., 1991 ; Machata et al., 2005). De même, une hydrolase 
du peptidoglycane peut posséder plusieurs domaines catalytiques associés à un domaine de surface 
unique. C’est par exemple le cas des enzymes B30 de S. agalactiae et LysWMY de S. warnerii qui 
présentent deux domaines catalytiques associés à l’unique domaine de liaison SH3 (Donovan et al., 
2006a ; Pritchard et al., 2004 ; Yokoi et al., 2005). 
 

Par conséquent, la diversité des hydrolases du peptidoglycane est non seulement reflétée 
par l’importante variété des domaines catalytiques et des domaines de liaison et/ou reconnaissance de 
substrat, mais aussi par la multiplicité combinatoire de leurs associations. 
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Figure 50 : Diversité des architectures modulaires des 5 classes d’hydrolases du peptidoglycane au sein des Firmicutes (d’après Layec et al., 2008b). 
Chaque classe est représentée par un ou plusieurs domaines catalytiques distincts dont la couleur est en association avec leur spécificité de clivage. Au sein des hydrolases du 
peptidoglycane des Firmicutes, ces domaines catalytiques peuvent être associés à des domaines catalytiques identiques ou différentes et/ou à des domaines de substrat indiqués 
par des octogones en blanc. Les différentes possibilités d’association à partir d’un domaine catalytique distinct sont représentées schématiquement par des traits noirs. La 
séquence protéique de chacune des hydrolases du peptidoglycane a été soumise à la banque de données Pfam pour la recherche des domaines additionnels 
(http://www.sanger.ac;uk/Software/Pfam/) (Finn et al., 2006). Parmi les domaines de substrat, on retrouve des domaines de liaison à la paroi (LysM, ChBD, SH3, PG_binding, 
GBS_Bsp like, Cpl-7, SPOR) ; des domaines d’adhésion (FG-GAP, G5) ; des domaines de liaison à la couche S (SLH, SLAP) ; le domaine de liaison aux carbohydrates 
(CBM_5_12) ; le domaine de liaison à la pénicilline (PBP5_C) ; le domaine de liaison à la matrice extracellulaire (Collagen) ; le domaine d’oxydation (Cu_amine_oxidN1) ; des 
domaines phagiques (TMP, Phage_holin) ; un motif transmembranaire (YSIRK_signal) ; un domaine de liaison aux immunoglobulines (Big4)  et des domaines de fonction 
inconnue (DUF1142, DUF1958, ErfK_YbiS_YhnG). 
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2. Le réassortiment de modules est à l’origine de la diversité des 
hydrolases du peptidoglycane.  

 
Pour expliquer la diversité des hydrolases du peptidoglycane, l’hypothèse d’une évolution 

de ces enzymes par réassortiment de modules a été émise et confirmée par la construction in vitro de 
multiples hydrolases du peptidoglycane chimériques fonctionnelles, notamment chez S. pneumoniae 
(Croux et al., 1993a et 1993b ; Diaz et al., 1990 et 1991 ; Sanz et al., 1996 ; Sheenan et al. 1996). Ce 
mécanisme d’évolution est basé sur l’interchangeabilité des modules fonctionnels. Il a l’avantage 
d’apparaître très efficace pour la création de la diversité, puisqu’un seul événement de recombinaison 
entre deux modules peut être suffisant pour créer une protéine chimérique fonctionnelle présentant de 
nouvelles propriétés (Crameri et al., 1998 ; López et al., 2000).  

 
Dans la littérature ainsi qu’au cours de ce travail, des gènes codant des hydrolases du 

peptidoglycane créés spontanément par réassortiment de modules ont été rapportés, et notamment chez 
les streptocoques. L’ensemble de ces données suggère que la structure modulaire des hydrolases du 
peptidoglycane pourrait faciliter la formation d’enzymes chimériques fonctionnelles.  

Un exemple de chimère spontanée dans le genre Streptococcus est l’enzyme Pal du phage 
Dp-1 de S. pneumoniae, dont la nature mosaïque résulterait de réarrangement de modules provenant 
des génomes bactériens et phagiques (Sheehan et al., 1997). Cette protéine se caractérise par la 
présence, à son extrémité N-terminale, d’un domaine d’hydrolyse du peptidoglycane qui proviendrait 
du phage BK5-T de L. lactis, tandis que son extrémité C-terminale porte un domaine ChBD 
homologue à celui porté par les protéines lytiques de S. pneumoniae. La structure chimérique de cette 
enzyme confère une activité d’hydrolase du peptidoglycane chez S. pneumoniae. Par conséquent, cette 
enzyme fonctionnelle illustre l’émergence de nouvelles protéines mosaïques dans le génome bactérien 
par réassortiment de modules intergéniques. Un autre exemple, est celui de la protéine Skl du phage 
SK137 de Streptococcus mitis. Cette protéine présente à son extrémité N-terminale, le domaine 
catalytique CHAP et à son extrémité C-terminale, le domaine de la liaison à la choline, ChBD, 
semblable également à celui de la plupart des hydrolases du peptidoglycane de S. pneumoniae (Llull et 
al., 2006). Les auteurs ont montré que Skl est le premier exemple de protéine ChBD à domaine CHAP 
ayant une activité N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase. Un mécanisme d’évolution de Skl par 
réassortiment de modules a été postulé par les auteurs (Llull et al., 2006 ; López et al., 2000).  
 

Ainsi, la protéine Cse de S. thermophilus constitue un nouvel exemple de protéine 
chimérique provenant d’un réarrangement spontané de domaines du genre Streptococcus. Les résultats 
actuels laissent supposer qu’elle résulte de la fusion du domaine de liaison à la paroi, LysM et du 
domaine catalytique, CHAP.  
 

Néanmoins, si le réassortiment de module semble être impliqué dans la création des 
hydrolases du peptidoglycane, et par conséquent, contribue à leur diversification, la pression de 
sélection s’exerçant sur le maintien de ces enzymes reste à déterminer. Il est intéressant de noter que la 
plupart des hydrolases du peptidoglycane de S. pneumoniae, ainsi que celles des phages qui infectent 
cette même bactérie sont caractérisées par la présence du domaine ChBD. Contrairement à la paroi 
cellulaire des autres bactéries, celle de S. pneumonie est riche en résidus choline, et par conséquent, il 
a été postulé que cet enrichissement particulier en résidus cholines de la paroi cellulaire de 
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S. pneumoniae agirait comme un élément de pression de sélection sur le maintien du domaine ChBD 
(López et al., 2000). Ce domaine de liaison est retrouvé associé à divers domaines catalytiques tels 
que « Amidase_2 » pour la protéine LytA, « Glucosaminidase » pour la protéine LytB ou encore 
« Glyco_hydro_25 » pour la protéine LytC de S. pneumoniae (De Las Rivas et al., 2002 ; Garcia et al., 
1999b ; Sanchez-Puelles et al., 1986). Si tel est le cas, néanmoins quelle pourrait être la pression de 
sélection s’exerçant sur les autres hydrolases du peptidoglycane qui ne se lient pas aux résidus 
cholines ? 
 

3. La création de nouvelles hydrolases du peptidoglycane pourrait 
être favorisée par la présence de régions de faible complexité. 

 
Le succès de protéines fonctionnelles par réassortiment de modules résulte du fait que la 

fonctionnalité de chacun des domaines reste intacte. Par conséquent, le site de fusion doit être localisé 
dans des régions dites « interdomaines » dont les séquences sont de faible complexité (De Château et 
Björck, 1994). Ces séquences sont qualifiées de faible complexité puisqu’elles sont quasi-
exclusivement constituées de répétitions dont la composition en nucléotides ou en acides aminés de la 
séquence est biaisée (Wooton et Ferderhen, 1996). 

 
La présence de la région « Var » entre les deux domaines fonctionnels, LysM et CHAP de 

la protéine Cse d’une part et la faible complexité de celle-ci d’autre part suggèrent qu’il s’agisse d’une 
région interdomaine. Un argument en faveur de cette hypothèse est que le remplacement de la région 
« Var » de l’allèle cse de la souche S. thermophilus LMG18311 au locus chromosomique par celle de 
l’allèle cse de la souche S. thermophilus CNRZ368 a peu ou pas d’influence sur l’activité de 
séparation cellulaire de la protéine Cse, bien que ces régions présentent une divergence de 40% et une 
différence de 60 pb (Borges et al., 2005). Un résultat analogue a été obtenu lors de l’étude de l’impact 
d’une variation de la longueur de la charnière interdomaine des protéines NifA et NtrC sur l’activité 
régulatrice de ces deux protéines (Wootton et Drummond, 1989).  

Par ailleurs, l’analyse de la séquence de la région « Var » de 17 allèles cse supplémentaires 
a montré que celle-ci est variable en séquence et en taille. Cette région a la particularité d’être 
exclusivement constituée de motifs répétés en tandem ou dispersés (Borges et al., 2006). Cette 
caractéristique est partagée par de nombreuses protéines de surface, notamment chez les 
streptocoques. La plus connue est la protéine M des streptocoques pathogènes dont la variabilité en 
séquence et en nombre de motifs répétés est un important facteur de la virulence car il permet entre 
autre, d’échapper au système immunitaire de l’hôte (Fischetti, 1989 ; Hollingshead et al., 1987). Les 
séquences répétées, puisqu’elles sont la cible d’événement de recombinaison, participent à l’évolution 
rapide des protéines de surface des bactéries à coloration Gram positive (Kehoe, 1994). Par analogie, 
on pourrait supposer que la présence de motifs répétés dans la région interdomaine ferait du 
réassortiment de module, un mécanisme d’évolution rapide permettant la création de nouvelles 
protéines fonctionnelles.  

 
Ainsi, ces régions variables et de faible complexité car riches en motifs répétés pourraient 

être à l’origine du succès du réassortiment de modules dans l’évolution des protéines de surfaces, et 
notamment des hydrolases du peptidoglycane des bactéries à coloration Gram positive. Les régions de 
faible complexité et variables observées au sein du gène cse ont été définies au cours de ce travail, 
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comme étant le siège des bornes du réassortiment de modules ayant conduit à la création de cse chez 
S. thermophilus (Borges et al., 2005 et 2006). 
 

4. Conséquence fonctionnelle du réassortiment de module à l’origine 
de la création de cse. 

 
Le mécanisme de réassortiment de modules, puisqu’il crée de la diversité, contribue 

potentiellement à la création de gènes codant des protéines de fonction nouvelle.  
 

Au cours de ce travail, nous avons montré que le gène cse, est un gène chimérique résultant 
de l’association du module LysM de sip avec le module CHAP de pcsB (Borges et al., 2005). Le gène 
cse est fonctionnel et code l’hydrolase du peptidoglycane majeure de séparation cellulaire de 
S. thermophilus. Le fait que le gène cse soit présent uniquement dans le génome de S. thermophilus, 
nous a amené à supposer que le réassortiment de modules aurait pu contribué à l’émergence d’une 
fonction nouvelle chez S. thermophilus. 

Ainsi, l’extrémité 5’ du gène cse est homologue à celle du gène sip. Contrairement, au gène 
cse, le gène sip est présent dans tous les génomes des streptocoques séquencés, à l’exception du 
génome de S. thermophilus. De même que cse, le gène sip code une protéine de surface liée à la paroi 
cellulaire. Cependant, contrairement à Cse, la protéine Sip ne présente aucun domaine d’activité 
d’hydrolyse du peptidoglycane. Le réassortiment de modules aurait donc permis de créer une nouvelle 
hydrolase du peptidoglycane dans le génome de S. thermophilus.  

La fonction de Sip reste inconnue, il n’est pas exclu qu’elle puisse jouer un rôle 
directement ou indirectement dans la séparation cellulaire en interagissant avec une protéine inconnue 
porteuse d’un domaine de clivage du peptidoglycane. Si sa localisation est compatible avec cette 
hypothèse, alors la protéine Sip pourrait être un récepteur d’enzymes de séparation. Ainsi, l’analyse 
des conséquences phénotypiques de la délétion du gène sip chez S. salivarius ou S. vestibularis devra 
être réalisée.  

Par ailleurs, l’extrémité 3’ du gène cse est homologue à celle du gène pcsB. Les gènes cse 
et pcsB codent tous deux des hydrolases du peptidoglycane ayant en commun le domaine CHAP, 
porteur de l’activité catalytique de la protéine. Le fort pourcentage entre le domaine CHAP de ces 
deux protéines laisse supposer qu’ils présentent la même spécificité d’hydrolyse du peptidoglycane de 
S. thermophilus. Pourtant, contrairement au mutant ΔpcsB de S. thermophilus dont la morphologie 
cellulaire est fortement affectée par le positionnement et l’orientation aléatoire des septa, le mutant 
Δcse de S. thermophilus ne présente pas de modification de sa morphologie cellulaire (Figure 27). 
Ainsi, Cse et PcsB ont des fonctions différentes : la première est une enzyme de séparation cellulaire 
et la deuxième, une enzyme de division cellulaire. Il est probable que la divergence fonctionnelle entre 
Cse et PcsB résulte en partie à leur domaine N-terminal associé au domaine catalytique CHAP ayant 
des fonctions différentes (LysM, dans le cas de Cse et la région COG3883 de fonction inconnue dans 
le cas de PcsB).  
 

Ainsi, le gène cse constitue un bon exemple de gène chimérique créé par réassortiment de 
modules ayant conduit à l’émergence d’une protéine de fonction nouvelle chez S. thermophilus. 
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En conclusion, la création de nouvelles protéines par réassortiment de modules pourrait 
s’expliquer de deux façons non mutuellement exclusives. L’une, par le fait que chacun des domaines 
est indépendamment actif (Diaz et al., 1990 et 1991 ; Buist et al., 1995 ; Mesnage et Fouet, 2002 ; 
Huard et al., 2003 ; Steen et al., 2003). Ainsi, une nouvelle combinaison de domaine peut être 
fonctionnelle (Diaz et al., 1990 et 1991 ; Croux et al., 1993a et 1993b). Et l’autre, par la présence de 
régions de faible complexité situées à l’extérieur des modules, qui favoriserait le réassortiment de 
modules en étant le siège des réarrangements. Toutefois, le succès évolutif du réassortiment de 
modules n’est que le résultat des pressions de sélection qui s’exercent à maintenir ces nouveaux gènes 
codant des protéines fonctionnelles dans le génome bactérien.  

 
D’ailleurs, on pourrait supposer que plus la région de faible complexité est grande, plus les 

chances qu’un événement de réassortiment de modules puisse avoir lieu sont importantes. Ainsi, il 
n’est pas exclu qu’une corrélation positive entre la taille des régions de faible complexité et la 
fréquence de création de nouvelles protéines fonctionnelles par réassortiment de modules puisse 
exister. Afin d’étayer cette hypothèse, il serait intéressant de déterminer l’impact de longueur de la 
région « Var » de Cse sur le réassortiment de modules. Ainsi, la construction expérimentale de 
plusieurs plasmides porteurs de région « Var » de tailles différentes pourrait être réalisée. Les 
plasmides seront de deux types : l’un porteur d’une fusion transcriptionnelle entre un promoteur et la 
séquence complète ou partielle de « Var » et l’autre, porteur d’une séquence complète ou partielle de 
« Var » fusionné à un gène rapporteur, par exemple à un gène de résistance à un antibiotique. 
L’événement de réassortiment entre ces deux types de plasmides s’il a lieu, sera sélectionné par 
l’expression du gène de résistance chez un organisme bactérien tel que E. coli ou B. subtilis. De plus, 
la nature des motifs répétés de la région de faible complexité de Cse pourrait également influer sur le 
réassortiment de modules. Si tel est le cas, il serait donc intéressant de savoir si les deux groupes de 
« Var » établis par F. Borges (Borges et al., 2006) ont un impact sur le réassortiment de modules. Pour 
cela, la séquence « var » du groupe I et la séquence « var » du groupe II pourront être fusionnées soit à 
un promoteur, soit à un gène de résistance afin de savoir si la fréquence de réassortiment est 
dépendante de la nature de la région « Var ». 

 
Néanmoins, si le mécanisme majeur de l’évolution des hydrolases du peptidoglycane 

semble être le réassortiment de modules, les forces évolutives permettant la sélection de ces enzymes, 
et tout particulièrement, les enzymes de séparation cellulaire spécifiques d’espèces, restent à 
déterminer.  
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IV. Impact de la longueur des chaînes sur l’adaptation de 
Streptococcus thermophilus à son environnement.  

 
 

Le fait que le gène cse soit présent dans toutes les souches de S. thermophilus et qu’il soit 
spécifique de cette espèce suggèrent que sa sélection confère un avantage adaptatif à S. thermophilus. 
Par ailleurs, ce gène impliqué dans le processus de séparation cellulaire régule probablement la 
longueur des chaînes de cellules de S. thermophilus. Ainsi, la question de l’impact de la longueur des 
chaînes de cellules sur la valeur adaptative de S. thermophilus se pose. 
 
 

1. Facteurs majeurs influençant la croissance des cellules en chaîne. 
 

Les données bibliographiques ainsi que celles obtenues au cours de ce travail, indiquent 
que l’agencement des cellules est contrôlé par l’action d’hydrolases du peptidoglycane amenant à des 
cellules bactériennes sous forme unicellulaire isolée, associées en paire ou en chaîne. Les paramètres 
environnementaux peuvent aussi influer sur le nombre de cellules par chaînes bactériennes.  
 

1.1 Les facteurs génétiques déterminant le caractère chaînes de cellules. 
 

a. La croissance des cellules en chaîne serait spécifique d’espèces. 
 

Au cours de ce travail, nous avons constaté que les enzymes de séparation cellulaire sont 
spécifiques d’espèces. Chez les streptocoques, trois enzymes de séparation cellulaire ont été 
caractérisées. Ainsi, la séparation cellulaire de S. pneumoniae est assurée par l’endo-β-
glucosaminidase, LytB (De Las Rivas et al., 2002 ; Garcia et al., 1999a). Chez S. mutans, l’enzyme de 
séparation cellulaire est la protéine Aml, une N-acétylmuramidase (Yoshimura et al., 2006). Chez 
S. thermophilus, l’enzyme de séparation cellulaire est l’endopeptidase Cse. 

Ainsi, ces enzymes spécifiques d’espèces pourraient permettre de contrôler la longueur des 
chaînes de cellules qui est un critère propre de l’espèce, sans pour autant interférer avec celles des 
autres bactéries. Un argument en faveur de cette hypothèse est que la protéine Aml de S. mutans est 
capable de lyser les cellules de S. mutans et Streptococcus sobrinus, deux espèces phylogénétiquement 
proches (Facklam, 2002) mais d’aucun autre streptocoque (Yoshimura et al., 2006). De même, Cse 
pourrait contrôler spécifiquement la longueur des chaînes de cellules de S. thermophilus, et/ou de 
S. salivarius et S. vestibularis, les deux espèces les plus proches phylogénétiquement de 
S. thermophilus. Afin d’étayer cette hypothèse, il serait intéressant de tester l’activité de Cse sur les 
cellules des mutants délétés du gène lytB de S. pneumoniae et du gène aml de S. mutans, ainsi que sur 
les cellules de tous les autres streptocoques. Cette étude pourrait être élargir aux espèces bactériennes 
partageant la même niche écologique que S. thermophilus, telles que Lb. bulgaricus et L. lactis.  
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Figure 51 : Localisation de Cse à la surface des cellules de S. thermophilus CNRZ368. 
(A). La photographie de la chaîne de cellules de S. thermophilus a été prise en phase de contraste au microscope 
confocal à balayage laser. (B). Localisation de la protéine Cse par immunofluorescence. (C). Marquage de la 
paroi de S. thermophilus avec le calcofluor se fixant sur les molécules de glycanes. (D). Résultat du double 
marquage. La barre correspond à 5 μm. 

(A) (B) (C) (D)(A) (B) (C) (D)(A) (B) (C) (D)

b. La croissance des cellules en chaîne résulterait d’une déficience en 
hydrolase du peptidoglycane. 

 
Les données bibliographiques ainsi que ce travail indiquent que l’efficacité du processus de 

séparation des cellules n’a aucune incidence sur la morphologie cellulaire, et par conséquent sur la 
division cellulaire. Par contre, elle a un impact direct sur la taille des chaînes de cellules. 
L’inactivation de gènes codant les enzymes de séparation cellulaire conduit à la formation de très 
longues chaînes de cellules suggérant que la croissance en chaîne pourrait résulter d’une déficience en 
ces enzymes et/ou d’une action partielle.  
 

S. thermophilus est une espèce bactérienne où les chaînes de cellules peuvent être 
constituées de plus de 100 cellules, tel est le cas pour la souche LMG18311, par exemple. Ceci 
suggère que le nombre de liens peptidiques non rompus peut être très élevé. Les résultats de 
microscopie à fluorescence montrent que Cse ne se fixe pas à tous les septa matures (Figure 51). 
Ainsi, Cse assurait partiellement la séparation des cellules. Une insuffisante de l’expression du gène 
cse et/ou une inefficacité de la protéine Cse ou encore une déficience en hydrolases du peptidoglycane 
dans le génome de S. thermophilus pourraient expliquer que tous les liens peptidiques aux septa 
matures ne soient pas clivés. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Il a été démontré pour une souche de S. thermophilus que le nombre de cellules par chaîne 

peut être fortement réduit sous l’action d’enzymes. En effet, les chaînes de cellules de cette souche ont 
été raccourcies jusqu’à deux cellules par chaînes en moyenne sous l’action de lysozyme d’œuf de 
poule ou de l’enzyme AcmA de L. lactis ajoutée dans le milieu de culture à une concentration non 
limitante pour la croissance de S. thermophilus (Mercier et al., 2000). Par ailleurs, il est intéressant de 
constater que les chaînes de cellules de L. lactis sont plus courtes (moins de 10 cellules) que celle de 
S. thermophilus. L’hypothèse privilégiée à cette constatation serait que les chaînes de cellules de 
S. thermophilus sont plus longues à cause d’une déficience en enzyme de séparation cellulaire ou 
d’autres hydrolases du peptidoglycane. Un argument en faveur de cette hypothèse est que les bactéries 
à courte chaîne de cellules présentent plusieurs enzymes pouvant contribuer directement ou 
indirectement à la séparation des cellules. Ainsi chez L. lactis, où l’enzyme de séparation cellulaire est 
AcmA, quatre autres hydrolases du peptidoglycane ont été identifiées. Il s’agit des enzymes AcmB, 
AcmC, AcmD et YjgB (Buist et al., 1995 ; Huard et al., 2003 et 2004 ; Redko et al., 2007) qui sont 
toutes absentes du génome de S. thermophilus. De même, l’enzyme majeure LytB assurant la 
séparation cellulaire et les deux hydrolases du peptidoglycane LytA et LytC du diplocoque 
S. pneumoniae sont absentes du génome de S. thermophilus (Garcia et al., 1999a et 1999b ; Sanchez-
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Puelles et al., 1986). Une analyse bioinformatique du génome de S. thermophilus n’a pas révélé 
d’enzymes de séparation cellulaire autre que Cse ni d’autre enzyme telle que des autolysines ou 
lysozymes, à l’exception de l’hydrolase du peptidoglycane Mur-1 dont la fonction reste inconnue 
(Husson-Kao et al., 2000). 
 

c. Lien entre la division cellulaire et la croissance des cellules en chaîne.  
 

Des protéines de division cellulaire peuvent également influencer la longueur des chaînes 
de cellules. Un phénotype « longue chaîne de cellules » notamment chez S. thermophilus a également 
été observé pour les mutants délétés du gène rodA, pbp2b et mreD (Thibessard et al., 2002b et 2004). 
Ces gènes codent des protéines essentielles à la synthèse du peptidoglycane non septal et longitudinal 
permettant l’accroissement de la taille cellulaire au cours de la division bactérienne (Noirclerc-Savoye 
et al., 2003 ; Ishino et al., 1986). Néanmoins, le phénotype est beaucoup moins drastique que celui du 
mutant Δcse et il présente des modifications de la morphologie cellulaire.  

A l’inverse, un phénotype « courte chaîne de cellules » a été observé pour le double mutant 
ΔΔacmA-ponA. L’inactivation du gène ponA chez le mutant L. lactis MG1363ΔacmA présentant un 
phénotype « longue chaîne de cellules », s’est traduite par une diminution importante du nombre de 
cellules par chaînes (Mercier et al., 2002). Le gène ponA code la protéine PBP1a, une enzyme 
bifonctionnelle essentielle dans la biosynthèse du peptidoglycane lors de la division cellulaire (pour 
revue Goffin, 1998). Cette enzyme présente une activité de transglycosylation permettant l’élongation 
des chaînes de glycane et une activité de transpeptidation, permettant l’insertion des chaînes de 
glycane néoformée dans le peptidoglycane. Par conséquent, le raccourcissement des chaînes de 
cellules résulte probablement de la fragilisation des liaisons peptidiques du peptidoglycane entrainant 
des cassures (Mercier et al., 2002).  
 

Ces enzymes de division cellulaire n’intervenant que dans le métabolisme du 
peptidoglycane, il est peu probable qu’elles agissent directement dans le processus de séparation 
cellulaire. Toutefois, une action indirecte de ces enzymes n’est pas exclue. Le processus de séparation 
cellulaire étant l’ultime étape de la division cellulaire, il est possible qu’il ne puisse se dérouler 
correctement que si le mécanisme de scission des cellules est à son terme. Dans ce cas, une inhibition 
ou un ralentissement de la division cellulaire à une étape antérieure à la séparation cellulaire pourrait 
avoir un impact négatif sur le déroulement de celle-ci. 
 

1.2 Les facteurs environnementaux influent sur la longueur des chaînes 
de cellules. 

 
Le nombre de cellules par chaînes peut aussi être influencée par des paramètres 

environnementaux. Dans certains cas, il a été démontré que la variation de la longueur des chaînes de 
cellules était corrélée à des modifications physico-chimiques de l’environnement. Ainsi, la variation 
de la longueur des chaînes de cellules constitue dans certains cas une réponse adaptative. Par exemple, 
chez S. mutans et S. sobrinus, la longueur des chaînes de cellules augmente avec l’acidification du 
milieu (Nakano et al., 2005 ; Thibodeau et Ford, 1991). Inversement, la taille des chaînes de cellules 
est diminuée en milieu alcalin (Thibodeau et Ford, 1991). Par ailleurs, une augmentation de la 
longueur des chaînes de cellules de S. agalactiae a été observée lors de l’inactivation des gènes stk1 et 
stp1, codant respectivement une sérine/thréonine kinase et une phosphatase qui sont impliquées dans 
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la transduction des signaux environnementaux (Rajagopal et al., 2003), suggérant que les signaux 
perçus par la bactérie dans l’environnement peut influer sur l’agencement de ses cellules. Chez 
L. lactis, la longueur des chaînes de cellules peut être diminuée en condition de stress. Il a été 
démontré que l’inactivation du gène htrA codant une protéase impliquée dans la maturation d’AcmA 
de L. lactis se traduit par une augmentation de la longueur des chaînes de cellules (Poquet et al., 
2000). Or le taux de transcrit du gène hrtA est augmenté en condition de stress conduisant à une 
diminution des chaînes de cellules de L. lactis (Foucaud-Scheunemann et Poquet, 2003). 
 

Ainsi, la longueur des chaînes de cellules est un caractère morphologique qui est modulé 
suite à des modifications des paramètres environnementaux, suggérant que la croissance des cellules 
en chaîne peut conférer un avantage adaptatif. 
 

2. Influence de la longueur des chaînes de cellules sur l’adaptation des 
streptocoques à leur environnement. 

 

2.1 La longueur des chaînes de cellules module la virulence des 
streptocoques pathogènes. 

 
Dans le cas des streptocoques pathogènes, la longueur des chaînes de cellules peut être un 

paramètre déterminant de la virulence. La réussite de la colonisation d’un hôte par les streptocoques 
pathogènes peut être attribuée à trois facteurs essentiels : (i) la capacité de ces microorganismes à 
adhérer à la surface des cellules et/ou des tissus de l’hôte ; (ii) à leur capacité à envahir les cellules et à 
utiliser rapidement les éléments nutritifs sous la fluctuation des conditions environnementales ; et (iii) 
leur capacité à survivre au sein des cellules et/ou tissus hôtes par échappement au système immunitaire 
et de résister à l’action d’éventuels antibiotiques (Jenkinson, 1997). 

Si la longueur des chaînes de cellules n’est pas un facteur de virulence, à proprement dit, 
elle y contribue largement. En effet, une corrélation entre la taille des chaînes de cellules et l’efficacité 
d’adhésion à une surface a été démontrée pour S. mutans, responsable des caries dentaires (Nakano et 
al., 2005). L’adhésion de S. mutans sur les dents est une étape cruciale de l’infection qui est fortement 
diminuée chez une mutant inactivé du gène brpA présentant un phénotype « longue chaîne de 
cellules » (Nakano et al., 2005). Néanmoins, Nakano et al., (2005) ont rapporté que dans certains cas, 
S. mutans serait capable de se propager dans le système sanguin, et les longues chaînes de cellules se 
fixeraient sur les cellules cardiaques provoquant ainsi une endocardite. Ceci pourrait être expliquer par 
le fait que les longues chaînes de cellules survivent plus longtemps dans le système sanguin et sont 
plus résistantes à la phagocytose (Nakano et al., 2005).  

Ainsi, la croissance en longue chaîne de cellules aurait un effet négatif sur l’adhésion de 
S. mutans aux surfaces empêchant ainsi leur colonisation et un effet positif sur sa dissémination au 
sein des tissus hôtes. Par conséquent, il n’est pas exclu qu’au cours du cycle d’infection des bactéries 
pathogènes, il y ait une régulation de la taille des chaînes de cellules influencée par le stade de 
virulence où les courtes chaînes de cellules permettraient de réaliser les premières étapes de 
l’infection, tandis que les longues chaînes de cellules poursuivraient l’infection. 
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Toutefois, le phénotype « longue chaîne de cellules » est également observé pour les 
espèces non pathogènes telle que S. thermophilus, mais quel peut-être l’avantage adaptatif d’une 
croissance des cellules en chaîne pour l’espèce S. thermophilus ? 
 

2.2 Causes et conséquences de la longueur des chaînes de cellules sur la 
croissance de S. thermophilus. 

 
L’espèce S. thermophilus, cultivée en co-culture avec Lb. bulgaricus ou L. lactis, ou encore 

dans un flore plus complexe, trouve toutes les conditions nécessaires à sa croissance dans le milieu 
lait. Le fait que la croissance des cellules en chaîne de S. thermophilus soit régulée par le gène cse et 
qu’il soit présent chez toutes les souches de S. thermophilus suggère que son maintien confère un 
avantage adaptatif à cette espèce. Ainsi, le phénotype du mutant Δcse où les chaînes de cellules sont 
extrêmement longues est contre sélectionné.  
 

a. Le polymorphisme intraspécifique de la longueur des chaînes de 
cellules pourrait être  corrélé à un polymorphisme génétique. 

 
L’analyse du nombre de cellules par chaînes de différentes souches de S. thermophilus a 

révélé que la longueur des chaînes peut être très variable d’une souche à l’autre, quelle que soit 
l’origine de ces souches : lait fermenté, yaourt ou fromage. Ainsi, se pose la question des paramètres 
contribuant au polymorphisme intraspécifique de la taille des chaînes de cellules au sein de l’espèce 
S. thermophilus se pose. Le polymorphisme intraspécifique de la taille des chaînes de cellules pourrait 
être corrélée à un polymorphisme génétique. L’expression génétique de cse pourrait varier d’une 
souche à l’autre et par conséquent aurait des incidences sur la longueur des chaînes de cellules. Il est 
aussi envisagé que l’efficacité de Cse soit différente d’une souche à l’autre. En perspective, il sera 
donc indispensable d’une part d’étudier l’expression de ce gène dans différents contextes génétiques 
(par l’étude des allèles cse de plusieurs souches) par la technique de RT-PCR en temps réel. Et d’autre 
part, de tester l’activité de Cse sur chacune des souches. Une hypothèse alternative, serait que le 
nombre de gènes codant les hydrolases du peptidoglycane diffère d’une souche à l’autre. Ainsi, les 
gènes candidats potentiels pourraient être recherchés dans chacune des souches de S. thermophilus, et 
leur impact sur la valeur adaptative de S. thermophilus pourrait être déterminé par la construction de 
mutants. 
 

b. La longueur des chaînes de cellules de S. thermophilus pourrait être 
une réponse adaptative aux stress. 

 
Il n’est pas exclu que comme pour S. mutans, la croissance des cellules en chaîne de 

S. thermophilus soit influencée par les paramètres environnementaux. Au cours des procédés 
industriels de fabrication des yaourts et de fromages, les fluctuations de l’environnement de 
S. thermophilus sont importantes. Ainsi, la modification du pH, les variations de température, les 
fortes pressions osmotiques, ou encore la modification de l’environnement par la précipitation des 
protéines du lait pourraient avoir des répercutions sur la taille des chaînes de cellules de cette espèce. 
L’existence d’une corrélation entre la modification du pH et la longueur des chaînes de cellules pour 
S. mutans et S. sobrinus (Nakano et al., 2005 ; Thibodeau et Ford, 1991) est un argument en faveur de 
cette hypothèse. Si tel est le cas, il conviendra de déterminer parmi ces paramètres lesquels peuvent 
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Figure 52 : Protocoopération entre 
S. thermophilus et Lb. bulgaricus (Bolotin et al., 
2004). 
Adhésion de S. thermophilus avec Lb. bulgaricus. 
Les 2 espèces ont été cultivées ensembles en 
milieu liquide à la mi-phase exponentielle et 
observées au microscope optique. 
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influer sur la variabilité de la longueur des chaînes de cellules de cette bactérie en soumettant 
S. thermophilus à ces diverses conditions de stress. 
 

c. La croissance des cellules en chaîne de S. thermophilus pourrait 
faciliter les relations intracellulaires avec ses partenaires dans la production des 
produits laitiers. 

 
Par ailleurs, S. thermophilus et Lb. bulgaricus sont connus pour leur protocoopération dans 

la fabrication des yaourts lors de la fermentation du lait. Cette coopération se traduit par un effet 
bénéfique mutuel entre ces deux espèces, influençant d’une part leur croissance et d’autre part, leur 
production d’acide lactique et d’arômes (Garault et al., 2000). De plus, il est probable que les co-
cultures de ces deux bactéries favoriseraient les échanges génétiques constatés entre elles (Bolotin et 
al., 2004). Ainsi, il est possible que la communication intracellulaire entre S. thermophilus et 
Lb. bulgaricus soit favorisée par la croissance des cellules en chaîne de S. thermophilus (Figure 52).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

d. Lien entre la croissance des cellules en chaîne et le caractère 
probiotique de S. thermophilus. 

 
S. thermophilus est une bactérie lactique étudiée pour son caractère probiotique. Il a été 

établit que les produits laitiers, en particulier les yaourts contenant les bactéries vivantes 
S. thermophilus et Lb. bulgaricus, ont des effets bénéfiques sur la santé humaine (Guarner et al., 
2005). Notamment, S. thermophilus qui présenterait des bienfaits au niveau de la tolérance au lactose, 
réduisant les symptômes gastro-intestinaux (Guarner et al., 2005). Cependant, le mode d’action de 
S. thermophilus dans le tractus digestif reste méconnu. De plus, ces effets ne sont que transitoires, 
puisque cette espèce est incapable de coloniser durablement cet environnement. Ainsi, il est probable 
qu’une amélioration des capacités d’adhésion de S. thermophilus dans le tractus digestif augmenterait 
son action bénéfique sur la santé humaine. Or, la taille des chaînes de cellules serait un facteur 
important dans le pouvoir adhésif. Par conséquent, il serait intéressant de savoir si la longueur des 
chaînes de cellules peut influer sur l’aptitude de S. thermophilus à adhérer à la surface des cellules 
intestinales. En perspective, une étude de la variabilité intraspécifique de la taille des chaînes de 
cellules de S. thermophilus à adhérer sur différentes surfaces abiotiques et biotiques pourrait être 
réalisée. De même que, l’implantation de souches ayant des chaînes de cellules de tailles différentes 
pourrait être testée dans un modèle animal adéquat. 
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Cette étude a permis d’élargir notre compréhension sur le processus de séparation 
cellulaire, encore peu connu chez les streptocoques. L’étude approfondie de Cse de S. thermophilus a 
révélé que la séparation cellulaire est un processus actif génétiquement contrôlé. Les gènes impliqués 
dans ce processus codent tous, des hydrolases du peptidoglycane ayant pour action de rompre le lien 
de peptidoglycane reliant les deux cellules filles. Les enzymes de séparation cellulaire sont 
caractérisées d’une part, par le phénotype « longue chaîne de cellules » lors de leur inactivation sans 
en affecter la morphologie cellulaire et d’autre part, par leur localisation spécifique aux pôles et/ou 
septa cellulaires. Ces enzymes sont également très diverses et variables d’une espèce à l’autre. Ainsi, 
cette diversité de spécificité de clivage du peptidoglycane pourrait suggérer que la composition de la 
paroi cellulaire au niveau des sites de séparation (pôles et septa cellulaires) soit différente d’une 
espèce à l’autre. Et enfin, les enzymes de séparation cellulaire sont spécifiques d’espèces, tout au 
moins au sein du phylum des Firmicutes. Ainsi, la spécificité de ces enzymes pourrait permettre de 
contrôler la longueur des chaînes de cellules, qui est un critère propre à l’espèce, sans pourtant 
interférer avec celles des autres bactéries de la même niche écologique. 

 
La nature des pressions de sélection s’exerçant sur la diversité et la spécificité des enzymes 

de séparation cellulaire reste à déterminer. Néanmoins, il est établi que la variabilité des composants 
de la paroi cellulaire peut permettre aux bactéries d’échapper aux systèmes immunitaires et à d’autres 
agressions environnementales telles que les antibiotiques. Ainsi, la sélection naturelle favoriserait la 
diversification de la paroi bactérienne. Chez les bactéries, la diversification du peptidoglycane 
s’accompagne d’une diversification des enzymes de séparation cellulaire et pose les questions de 
savoir : Est-ce que les modifications structurales du peptidoglycane sont à l’origine de la 
diversification des enzymes de séparation cellulaire ou à l’inverse, est-ce que se sont les modifications 
de ces enzymes qui entraînent la diversification du peptidoglycane ? Ou encore, sur quel acteur du 
métabolisme du peptidoglycane, les pressions de sélection s’exercent-elles ?  
 

Par ailleurs, cette étude ainsi que les travaux réalisés précédemment en collaboration avec 
F. Borges sur le caractère chimérique du gène cse, a permis de proposer que le succès évolutif de 
création de nouvelles protéines fonctionnelles par réassortiment de modules pourrait résulter d’une 
part de la fonctionnalité des modules indépendamment actifs, et d’autre part, de la présence de régions 
de faible complexité situées à l’extérieur des modules, définies en tant que siège des bornes du 
réassortiment de modules.  
 

Finalement, le gène cse constitue un bon exemple de gène chimérique créé par 
réassortiment de modules ayant conduit à l’émergence d’une protéine de fonction nouvelle chez 
S. thermophilus.
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Abstract The cse gene of Streptococcus ther-

mophilus encodes an extracytoplasmic protein

involved in cell segregation. The Cse protein

consists of two putative domains: a cell wall

attachment LysM domain and a catalytic CHAP

domain. These two domains are spaced by an

interdomain linker, known as Var-Cse, previously

reported to be highly divergent between two S.

thermophilus strains. The aim of this study was to

assess the extent of this intraspecific variability

and the functional involvement of the var-cse re-

gion in cell segregation. Analysis of the var-cse

sequence of 19 different strains allowed detection

of 11 different alleles, varying from 390 bp to

543 bp, all containing interspersed and tandem

nucleotides repeats. Overall, 11 different repeat

units were identified and some series of these

small repeats, named supermotifs, form large re-

peats. Results suggested that var-cse evolved by

deletion of all or part of the repeats and by

duplication of repeats or supermotifs. Moreover,

sequence analysis of the whole cse locus revealed

that the cse ORF is mosaic suggesting that var-cse

polymorphism resulted from horizontal transfer.

The partial deletion of the var-cse region of the S.

thermophilus strain CNRZ368 led to the length-

ening of the number of cells per streptococcal

chain, indicating that this region is required for

full cell segregation in S. thermophilus strain

CNRZ368.

Keywords Cell separation Æ Horizontal transfer Æ
Mosaic Æ Mutation Æ Repeat

Abbreviations

CR Coding Repeat

Indel Insertion/deletion

Introduction

The most relevant property of repeat sequences,

from an evolutionary point of view, is their ge-

netic plasticity. For intragenic repeats, known as

coding repeats (CRs), the consequences of this

instability, regarding the Open Reading Frame

(ORF) integrity and the encoded amino acid se-

quence, are different according to their size and
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their respective reading phase positioning. When

the repeat motif size is not a multiple of three

nucleotides, genetic instability of the repeat rich

region can induce, at a high frequency, protein

shortening or lengthening, inactivating or acti-

vating the ORF. Usually, genetic instabilities of

these kinds of repeats induce switching between

activation and inactivation of the gene and is a

mechanism of gene expression regulation by

phase variation (Hallet 2001). When the repeat

size is a multiple of three and when the repeats

are positioned in the same phase, the size and the

amino acid sequences are modified but ORFs are

always finished by the same stop codon whatever

the allele and therefore are not inactivated by

frameshifts. Intragenic repeats from the last cat-

egory are widely studied in pathogenic bacteria

but less in non-pathogenic bacteria. Furthermore,

these genetically instable regions are mainly used

as molecular tags for typing pathogenic strains,

but their biological function and evolution

mechanism are not often studied (van Belkum

et al. 1998; van Belkum 1999).

The size of CRs can vary from one to one

hundred nucleotides. Genes, and especially those

encoding surface proteins, can contain numerous

sets of repeats. In most cases, CRs are organized

in direct tandem repeat and are mainly built with

one type of motif (Fischetti et al. 1991; Dramsi

et al. 1993; van Belkum et al. 1998). Exceptions,

however, can be found such as the gene encoding

the G protein from the GX7805 strain of group G

Streptococcus that contains 4 different types of

motifs that are organized as alternated inter-

spersed repeats (Filpula et al. 1987). One of the

most complex reported examples of CRs is found

in the cse gene from Streptococcus thermophilus

involved in Cell Segregation (Borges et al. 2005).

It encodes an extracytoplasmic protein with one

putative cell wall attachment (LysM) domain and

a putative Cysteine Histidine-dependent Amido-

hydrolase/Peptidase (CHAP) domain. These two

domain-encoding sequences are spaced by a

region named var-cse. Analysis and comparison

of the var-cse allele from two S. thermophilus

strains (CNRZ368 and LMG18311) revealed that

the var-cse sequence: (i) is almost completely

built with numerous (up to 8) different types of

small interspersed and tandem direct repeats, (ii)

encodes an amino acid sequence of low com-

plexity, and (iii) is highly divergent. The sequence

of the two analyzed S. thermophilus strains di-

verge from approximately 40%. However, the

comparison of two alleles only provided little

information concerning the origin of this vari-

ability. Moreover, the replacement of the var-cse

region of strain LMG18311 by that of strain

CNRZ368 had little or no effect on cell segrega-

tion activity of Cse (Borges et al. 2005). This

suggested that this region may be dispensable for

cell segregation activity of Cse.

The aim of this study was to assess the extent of

var-cse variability and to determine if this region

is required for Cse activity. For this purpose, the

sequence of var-cse alleles from numerous strains

of S. thermophilus were analyzed and compared.

In addition, the impact of a partial deletion of

var-cse on cell segregation was investigated.

Materials and methods

Bacterial strains, growth conditions

and plasmids

All strains and plasmids used in this work are

presented in Table 1. Depending on the experi-

ments, S. thermophilus and its derivatives were

cultivated in milk medium, M17 (Terzaghi and

Sandine 1975) or HJL (Stingele and Mollet 1996)

media, without shaking. Milk medium was used

for strain storage, M17 was used for mutant gen-

eration and HJL was employed for phenotypic

analyses. Phenotypic analyses were performed at

42�C, the optimal S. thermophilus growth tem-

perature. Erythromycin was added at 2 lg ml–1

when required. S. thermophilus derivative strains

containing pGh9 (Maguin et al. 1992) plasmid

derivatives were cultivated at 30�C when plasmid

self-maintenance was required and at 42�C for

selection of clones containing chromosomally

integrated plasmid.

Recombinant plasmids derived from pGh9

were transformed into Escherichia coli EC101, a

TG1 strain containing a chromosomal copy of the

pWV01 repA gene (Buist et al. 1995), and were

selected at 37�C on Luria-Bertani (LB) medium

Antonie van Leeuwenhoek
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(Sambrook et al. 1989) containing 150 lg ml–1 of

erythromycin.

DNA manipulations

Preparation of chromosomal and plasmid DNA,

and Southern analysis were performed according

to standard protocols (Sambrook et al. 1989).

Sequences were aligned with CLUSTALW

(Thompson et al. 1994). DOT PLOTs were

constructed by using the Nucleic Acid Dot Plot

from the Molecular Toolkit (http://www.arbl.-

cvmbs.colostate.edu/molkit/dnadot/index.html).

The cse region encompassing var-cse was ampli-

fied by PCR using the primers 5¢-CTGTAG-

TAGCAGAATCTAAC-3¢ and 5¢-GCACTAGC

AATCCAGTCTT-3¢. The reaction mixture was

incubated at 95�C for 5 min. This was followed by

30 cycles of 45 s at 95�C, 45 s at 50�C , and 45 s at

72�C. After the last cycle, extension of the prod-

ucts was made at 72�C for 5 min. The cse locus was

amplified by PCR using the following primers

5¢-TTGTTGGCGCGCTTTAGCCGATTTGGC-

TTTTGAAG-3¢ and 5¢-TTGTTGGCGCGCCC-

CATTATTTTCTCAGGATGAAT-3¢. Amplifi-

cations were performed as follow: one cycle of

5 min at 95�C followed by 10 cycles of 45 s at

95�C, 45 s at 50�C and 90 s at 72�C. This was fol-

lowed by 20 cycles of 45 s at 95�C, 45 s at 60�C and

90 s at 72�C. At last, the reaction mixture was

incubated 5 min at 72�C. Taq polymerase (Sigma)

was used for amplification. To avoid the

sequencing of PCR induced mutations, four

independent PCR reactions were performed in

parallel for each S. thermophilus strain, and the

products were pooled before sequencing.

Analysis of cse mosaicism

A sequence identity matrix was elaborated, on

the basis of sequence alignments of the cse locus,

by using the BioEdit program (Hall 1999). One

matrix was constructed for each of the A, B, D

and E regions of the cse locus. The boundary

separating the A and B regions was positioned on

the 5¢ side of the first variable nucleotide position

that separates the sequences as groups I and II.

The boundary between the D and E regions was

positioned similarly. The boundaries flanking the

C (or var-cse) region were positioned so that the

highly variable repeat region is completely com-

prised in the C region. A mean and standard

deviation were then calculated with the values

resulting from the comparison of sequences that

belong to the same group as well as from different

groups. However, since group I was only repre-

sented by two sequences (from CNRZ368 and

CNRZ445), the values presented for the group I

does not correspond to a mean.

Construction of a D67-411var-cse mutant strain

of S. thermophilus

The var-cse region from nucleotide 67 to 411

(with nucleotide 1 as the first 5¢ nucleotide of the

var-cse region) was deleted by allelic replacement

as previously described (Thibessard et al. 2004).

Briefly, the two regions flanking the cse locus

to be deleted were independently amplified

by PCR using the following primers pairs:

5¢-CCCCCCAAGCTTTGAATGTTTTGGCTA-

ATATC-3¢ and 5¢-CCGGAATTCTTCAGTTGT

TTCAGTTGC-3¢, 5¢-CCGGAATTCCTAGCA

GCTACATACGA-3¢ and 5¢-CCCCCTGCAGTT

ATGGATAAATATAATATAC-3¢. The PCR

products were digested by appropriate restriction

enzymes, joined together and ligated with the

plasmid pGh9. The ligation products were used to

transform E. coli EC101. After introduction of

the recombinant plasmid into S. thermophilus,

deleted mutants displaying an EcoRI restriction

site instead of the 345 bp of the var-cse region

were selected as previously described (Thibessard

et al. 2004). The var-cse partial deletion was

checked by PCR, Southern hybridization and

sequencing (data not shown).

Microscopy

Cells were observed with a Nikon OPTIPHOT

microscope mounted with phase contrast equip-

ment ‘‘Ph’’ at ·100 magnification, using the con-

denser turret at position Ph4, or at magnification

·1000 by phase contrast.

Nucleotide sequence accession numbers

DNA sequences reported in this paper have been

deposited in GenBank under accession numbers
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AY730642, AY695844, CP000024 and from

DQ102334 to DQ102345.

Results

Structure of the var-cse alleles

In order to characterize the genetic variability of

var-cse, the corresponding sequence of 15 S. ther-

mophilus strains was determined. For this purpose,

a region of the cse ORF comprising var-cse was

amplified by PCR from genomic DNA. A single

PCR product was obtained for each strain and was

sequenced. Since the sequence of the cse locus of 4

strains (CNRZ368, LMG18311, CNRZ1066 and

LMD-9) was already available (Bolotin et al. 2004;

Borges et al. 2005; http://www.genome.jgi-psf.org/

draft_microbes/strth/strth.home.html), a total of

19 sequences were analyzed. Among these se-

quences, 11 alleles (named var-cseA to var-cseK)

differing by their sequence and their size were

A

B

Fig. 1 Repetitive structure of var-cse alleles. (A) Sche-
matic representation of the var-cse region of the following
S. thermophilus strains: CNRZ368 NST1 and CNRZ385
(var-cseA allele); A054 (var-cseB allele); CNRZ445 (var-
cseC allele); ATCC19258 (var-cseD allele); CNRZ702
(var-cseE allele); CNRZ308 (var-cseF allele); IP6757,
CNRZ7, CNRZ1066 and Sfi6 (var-cseG allele); CNRZ464
(var-cseH allele); LMG18311 and CNRZ388 (var-cseI
allele); LMD9 and CNRZ1402 (var-cseJ allele); CNRZ302
and CNRZ307 (var-cseK allele). Each repeat unit is
represented by a letter-containing box (referring to part
B). Repeat units in accordance with the consensus
sequences presented in panel B are represented in
uppercase letters and those that are slightly divergent
from the consensus are represented by lowercase letters.
The D symbol refers to partially deleted repeats. Repeats

that are characteristic of group I and group II are
represented by light colored grey and dark grey rectangles
respectively. Aligned sequences are represented by brac-
keting one above the other the schematic representations
of the sequences aligned by CLUSTALW. Dotted lines
indicate gaps in the alignments. Notice that because of the
repeat richness of these regions, the positioning of gaps
can not be favored between two possibilities and so
representation of one of them was arbitrarily chosen. The
repeated supermotifs corresponding to nucleotide dupli-
cations greater than 45 bp with less than 1% degeneracy
are indicated by arrows. The region of var-cseA deleted in
the CNRZ368-D67-411var-cse mutant strain is indicated by
a thick line. (B) Table listing the consensus sequences of
the repeated motifs identified in the var-cse alleles
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detected. The size of the var-cse sequences varies

from 390 to 543 bp, i.e. a maximum size variation

of 153 bp was found. The repeat content was as-

sessed for each allele. This analysis revealed that

they are almost all built-up of direct repeats, with

tandem and dispersed arrangement (Fig. 1A). A

total of 11 different repeat motifs (named A to K),

with sizes from 9 to 18 bp, were detected (Fig.1B).

All of the repeated units are multiples of three and

are thus in frame. Consequently, all the nucleic

acid repeat sequences correspond to an amino acid

repeat in Cse (Fig.1B). The sequence of 8 of these

11 motifs (A, C, D, E, F, H, I, and J) are degen-

erated. The most degenerated is the most frequent

C motif, with 9 degenerated positions among 18.

Consensus sequence comparison of the motifs

showed that some of them are similar to parts of

others. For example, the nucleotide sequence

encoding the PES part of the SEAPES amino

acid sequence (one possible C motif) is identical

to the G motif, whose corresponding amino acid

sequence is also PES (Fig. 2).

Nucleotide sequence analysis by dot plot indi-

cated that the var-cse alleles can contain repeats

larger than 18 bp, corresponding to the size of the

largest repeats described Fig. 1B. Indeed, the var-

cseF and var-cseG alleles contain a perfectly

duplicated 66 bp region (Fig. 1A). This region

corresponds to the CHEC series of motifs, or

supermotif. This supermotif is also present in the

other alleles but has degenerated. Other exam-

ples are the CCF (51 bp) and CFE (45 bp) su-

permotifs that are perfectly duplicated in var-

cseG and var-cseH (Fig. 1A). The largest dupli-

cation identified is 130 bp long, comprising the

CFCCFGCFE motif block. This region is dupli-

cated almost perfectly (the two copies exhibits

one divergent nucleotide) in var-cseI to K

(Fig. 1A). In conclusion, the small repeated mo-

tifs can be organized as repeated supermotifs.

Features of var-cse intraspecific variability

Alignment of var-cse alleles was obtained using

CLUSTALW. Taking into account their high

divergence (nucleotide or amino acid), only the

most related sequences could be aligned and are

represented in Fig. 1A. Related sequences dif-

fered only by their repeat copy number. For in-

stance, the D motif is found 13 times in var-cseA

but only 10 times in var-cseB. Additionaly, the

number of supermotifs can also differ from one

allele to the other. Indeed, var-cseG and var-cseH

differ only by one copy of the CHEC supermotif.

In addition, the var-cse alleles can be classified

in two groups on the basis of their repeat type

content. The group I, bringing together var-cseA

to C, comprises all of the D, J and K motifs, and

the majority (74%) of the A motifs (Fig. 1A).

Group II, bringing together var-cseD to K, com-

prises all of the E, G, H, and I motifs, and the

majority (98%) of the C and F motifs.

cse is mosaic

Two alternative hypotheses could explain the

origin of the var-cse alleles in these two groups.

First, the common ancestor of the two corre-

sponding groups of S. thermophilus strains is an-

cient each has since evolved by severe mutation

accumulation. Alternatively, a var-cse allele was

acquired in S. thermophilus by horizontal se-

quence transfer resulting in a mosaic cse locus.

To test these hypotheses, we compared the

entire cse ORF and flanking regions from 10 S.

thermophilus strains belonging to group I

(CNRZ368, CNRZ445) and group II

(LMG18311, LMD9, ATCC19258, CNRZ1066,

CNRZ302, CNRZ308, CNRZ702, CNRZ1402).

Sequence alignments revealed that the regions

encompassing the 436 bp B region and the 228 bp

D region upstream and downstream var-cse

respectively, could be classified into group I and

II, on the criterion of sequence identity. Indeed,

Fig. 2 Similarity between repeat motifs. Similar repeat
motifs were aligned. Identical amino acids or nucleotides
are indicated by bold face
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sequence identity matrixes showed that along the

B and D regions, percentage sequence identities

are much higher between sequences belonging to

the same group than between sequences that be-

long to different groups (Fig. 3). On the other

hand, along the regions flanking BCD, i.e. the A

and E regions, all the sequences are almost

identical. Therefore, it is within the B, C (or var-

cse) and D regions that the sequences can be

classified into two groups. We conclude that these

results show that the cse locus is mosaic.

Involvement of var-cse in cell segregation

The high intraspecific variability of the var-cse

region could suggest that it is a dispensable region

of the gene. As Cse is involved in the separation

of S. thermophilus cells (Borges et al. 2005), the

involvement of the var-cse region in cell segre-

gation was investigated.

For this purpose, 80% of the var-cse region was

deleted in-frame in the CNRZ368 strain (Fig. 1A)

using an allelic replacement strategy. The result-

ing CNRZ368-D67-411var-cse strain was grown, in

parallel with CNRZ368 and CNRZ368-Dcse, in

liquid medium without shaking. The CNRZ368-

Dcse strain is a cse null mutant that was previously

constructed by in-frame deletion of the cse ORF

(Borges et al. 2005).

Phase-contrast photonic microscopy observa-

tion revealed that the CNRZ368-D67-411var-cse

cell chains were shorter than those of the Dcse

mutant (Fig. 4A). This was reinforced by count-

ing the number of cells per chain for each strain.

All the cells of the CNRZ368-D67-411var-cse mu-

tant formed chains of less than 351 cells, while

more than 99% of the CNRZ368-Dcse mutant

cells were found in chains of more than 1000 cells

(Fig. 4B). This result shows that a residual cell

segregation activity is encoded by the cse mutant

gene devoid of the 67-411var-cse region. On the

other hand, 80% and 23% of the WT and the

CNRZ368-D67-411var-cse mutant cells, respec-

tively, compose chains of 1 to 50 cells (Fig. 4B).

Moreover, none of the WT chains contained more

than 151 cells, yet 25% of mutant chains exhibited

this length or longer. Thus, the CNRZ368-D67-

411var-cse chains are typically longer than those of

the WT, indicating that the mutant with a partial

deletion of the var-cse region is impaired in cell

segregation. These data show that the var-cse

region is required for full cell segregation in S.

thermophilus strain CNRZ368.

Discussion

The var-cse variability: a possible consequence

of repeat richness

Analysis of the var-cse sequence from 19 S. ther-

mophilus strains has revealed the extent of the

intraspecific variability of this cse region. This

variability is emphasized when considering that S.

thermophilus strains are closely related (Bolotin

et al. 2001; P. Renault, personal communication).

The var-cse polymorphism can result from

repeat number variability. Such variability was

98% 97% 98% 98%group I : 

A B C
(var-cse)

D E

99±0.76% 92±0.77% 93±0.86% 98±2.1%group I and II :

99±0.40% 99±0.35% 99±1.3% 98±2.4%group II : 

between
sequences from

Fig. 3 The cse locus is mosaic. The sequences of the cse
locus were aligned with CLUSTALW. Based on the
alignment, a sequence identity matrix was built and the
mean value and standard deviation corresponding to
comparison between sequences from group I, sequences
from group I and group II, and sequences from group II

was reported for regions A, B, D and E of the cse locus.
Values without standard deviation resulted from compar-
ison of two sequences. Such analysis is not reported for the
region 3 (corresponding to var-cse) since alignment is not
valuable for this region. The open arrow represent the cse
ORF and indicate its reading direction
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already widely described for repeat regions (Yang

and Gabriel 1995; van Belkum et al. 1998; Wilton

et al. 1998; Lukomski et al. 2000; Schupp et al.

2000; Rasmussen and Bjorck 2001; Areschoug

et al. 2002; Koroleva et al. 2002; Karatzas et al.

2003; de Benito et al. 2004). It is likely that

insertions/deletions (indels) of repeat units result

from polymerase slippage, during DNA replica-

tion, or by single strand annealing (SSA) (Michel

1999). These two mechanisms of illegitimate

recombination imply pairing of ectopic comple-

mentary sequences. Sequence alignment of var-

cseI, J, K suggests that an indel of an E motif

occurred (Fig. 1A). This indel would result from

ectopic pairing of two sequences, each one con-

stituting a whole E repeat unit. Interestingly,

considering the similarities between repeat mo-

tifs, it is likely that illegitimate recombination

events are implicated in pairing of sequences

from different repeat motifs. This hypothesis is

supported by our var-cseI, J, K alignment. This

alignment revealed an indel of a CH unit

(Fig.1A), potentially resulting from pairing of the

5¢ end of the inserted/deleted C motif, with the 5¢
end of the E motif downstream the CH indel

(Fig. 1A). Thus, the var-cse region could have

evolved by recombination between identical re-

peats but also between different repeats. The

ability of different repeats to undergo recombi-

nation would have increased the variety of

recombination events in var-cse and could there-

fore be a factor responsible for the high poly-

morphism of this region.

Origin of the diversity of the repeats

Partial pairing of repeated motifs could be

responsible for indels of blocks of whole repeats

units, but also they could induce partial deletion

of repeat units. Indeed, since the G motif is en-

tirely comprised within the C repeat (Fig. 2), and

taking into account the abundance of the latter, a

simple hypothesis is that the G motif has been

generated by partial deletion of an ancestral C

motif (Fig. 5). A probable scenario would impli-

cate an ectopic pairing of the GCA trinucleotide

repeats: one constituting the 3¢ end of the F re-

peat unit upstream of the hypothetical C repeat

unit and the other encoding the alanine amino

acid of the C hypothetical repeat unit (Fig. 5).
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Fig. 4 Influence of var-cse partial deletion on cell segre-
gation activity. (A) Cell chain morphology of S. thermo-
philus strains. (B) Results from counting the number of

cells per chain. At least 1000 cells were counted from three
independent cultures. Cells were photographed and
counted in stationary phase after 20 h of growth
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This ectopic pairing would have generated the

deletion of the SEA encoding region of the

hypothetical C repeat unit, generating the G

motif. It is notable that at the end of this scenario,

the G motif is not yet a repeat.

The alleles can contain large nucleotide dupli-

cations. Three alleles, grouping together the var-

cse sequence of 11 S. thermophilus strains, exhibit

an interspersed duplication of the CFCCFGCFE

block of motifs (Fig.1). Two hypotheses could

explain this duplication: that the same succession

of repeat motifs appeared independently twice

following multiple indels or, alternatively, that a

single mutation resulted in the duplication of one

of the two copies. Taking into account the high

conservation of the CFCCFGCFE supermotif (1

nucleotide divergence between the 2 copies along

130 bp), it is more probable that the

CFCCFGCFE duplication resulted from a unique

mutation. Thus, the var-cse region would have

evolved by duplication of motif blocks.

Interestingly, the CFCCFGCFE duplication

would have duplicated the enclosed G motif that

would have been created by partial deletion of a

C hypothetical motif. This hypothesis would ex-

plain how the G motif, initially generated as a

single copy, was duplicated and thus became a

repeat. This hypothesis is supported by the

observation that all the G motifs identified here

are included in the CFCCFGCFE supermotifs

(Fig. 1A). A similar mechanism of repeat gener-

ation by recombination between existing inter-

spersed repeats has already been suggested for

the G protein from two strains of Group G

streptococci (Fahnestock et al. 1986; Filpula et al.

1987; Kehoe 1994).

In conclusion, a mutation series consisting of

partial deletion of repeats followed by supermotif

duplication could be responsible in part for the

high repeat variety of the var-cse region.

Implication of horizontal transfer

Comparison of the var-cse region from 19 S.

thermophilus strains and the flanking regions

of 10 of them revealed that cse is mosaic. The

sequences from group I exhibit 7% nucleotide

divergence with the sequences from group II,

along the B and C regions of cse, regions that are

not supposed to evolve rapidly since they are not

composed of repeats. It was previously reported

that the divergence average between S. thermo-

philus strains sequences is 0.2% (Bolotin et al.

2001; P. Renault, personal communication).

Therefore, the intraspecific divergence noticed in

the cse locus is unusual for S. thermophilus se-

quences. Numerous mosaic genes have been

previously described, especially in streptococci

(Whatmore and Kehoe 1994; Kapur et al. 1995;

Whatmore and Dowson 1999; Filipe et al. 2000;

Hakenbeck 2000). These genes are typically

formed by allelic recombination between a

genomic locus and another allele acquired from

horizontal transfer. It is likely that the cse mosaic

nature has resulted from this mechanism.

Extent of the tolerance for var-cse variability

regarding the cse cell segregation activity

Our partial var-cse deletion led to a decrease of

cell segregation activity. Although the var-cse

region is required for full cell segregation activity,

Fig. 5 Sequence alignment illustrating the hypothetical
mechanism resulting in the origin of the G motif. Identical
nucleotides between aligned sequences are represented by
highlighted white letters. The trinucleotide sequence
duplicated in the hypothetical ancestral sequence and not
duplicated in the actual sequence is indicated by an arrow.

The hypothesis implies the generation of the G motif by
partial deletion of the hypothetical and ancestral C motif.
Partial deletion would have occurred by illegitimate
recombination implicating an ectopic pairing of two copies
of the duplicated GCA sequence
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it exhibits high variability. This suggests that the

function fulfilled by var-cse does not lead to

counter-selection against this variability and has

allowed the genomic fixation of a large number of

alleles. This hypothesis is supported by results

from var-cse allelic replacement experiments

(Borges et al. 2005). Indeed, the replacement of

the var-cse sequence of strain LMG18311 by that

from CNRZ368, which results in shortening by

60 bp and the alteration of approximately 60% of

the remaining amino acid sequence, did not have

significant consequence on chain length. How-

ever, since the D67-411var-cse mutant is affected in

cell segregation, this variability tolerance could

be restricted to a minimal size of the var-cse re-

gion. Thus, the role of the var-cse region could be

to maintain an appropriately orientated CHAP

domain within the cell envelope i.e. with the Cse

protein anchored by the LysM domain and the

var-cse region acting as a spacer. This interpre-

tation is consistent with the results from our

previous var-cse allelic replacement experiments

(Borges et al. 2005) since these would be pre-

dicted to maintain an appropriately displayed

CHAP domain in the Cse constructs.

Analysis of the sequenced streptococcal ge-

nomes revealed two other LysM-CHAP domain

proteins: SMU_367 from Streptococcus mutans

and BAB61101 from Streptococcus intermedius,

whose functions are unknown. In SMU_367 and

BAB61101 proteins, the LysM and the CHAP

domains are spaced by a short sequence of 31

amino acids and 36 amino acids, respectively. For

Cse, the shortest linker sequence identified was

that of S. thermophilus strain A054 which is 236

amino acids long, about seven times longer than

the spacer in the other two LysM-CHAP proteins.

Thus, the sequences spacing LysM and CHAP

domains are not always long, suggesting that the

functionality of this combination of domains does

not necessarily require a long interdomain linker.
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 Introduction 

  Streptococcus thermophilus  belongs to the Firmicutes, 
and because of its ability to produce lactic acid, is used as 
a starter of fermentation for the conversion of milk into 
yogurt and many cheeses (such as Emmental, Gruyère, 
Mozzarella and Cheddar) [Dellaglio et al., 1994].

  Strains of  S. thermophilus  always grow as cell chains, 
indicating that the separation of daughter cells is not ful-
ly completed. Up to now, little is known about the  S. ther-
mophilus  daughter cell splitting process. However, a role 
for  cse  in cell separation has been proposed based on the 
finding that  cse  deletion resulted in extremely long chains 
of cells (composed of more than 200 cells) compared to 
wild-type phenotype (containing an average of 40 cells) 
[Borges et al., 2005]. To prove that the formation of long 
chains was indeed the result of the lack of  cse , a comple-
mentation experiment was performed with a plasmid ex-
pressing  cse . The deleted mutant transformed with the 

 Key Words 

 Firmicutes  �  CHAP protein  �  Peptidoglycan hydrolase       

 Abstract 

 Cell division is a dynamic process ending by separation of 
the daughter cells. This final step requires the cleavage of the 
murein septum synthetized during cell division. In  Strepto-
coccus thermophilus ,  cse  plays an important role in cell sepa-
ration. Cse protein contains, at its N-terminal end, a signal 
peptide and a putative LysM motif suggesting that it is se-
creted and able to bind to the cell wall. Furthermore, the 
C-terminus of Cse carries a putative cysteine, histidine-de-
pendent amidohydrolases/peptidases (CHAP) domain con-
ferring to the protein a potential catalytic activity. To gain 
insight into the role of Cse in the cell division process, in sili-
co analysis of the Firmicutes proteins displaying CHAP-re-
lated domain was undertaken. This work allowed us to dis-
tinguish and characterize within the Firmicutes the 2 families 
of proteins (CHAP and NlpC/p60) belonging to the CHAP su-
perfamily. These 2 families regroup mainly peptidoglycan 
hydrolases. Data from the literature indicate that NlpC/p60 
and CHAP proteins cleave distinct peptidoglycan bonds. 
Among the enzymes characterized within the Firmicutes, 
NlpC/p60 proteins are  � - D -glutamate-meso-diaminopimel-
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plasmid containing  cse  grew with a short-chain pheno-
type, while the mutant carrying only the empty plasmid 
grew as long chain [Borges et al., 2005].

  Although the involvement of  cse  in the separation of 
daughter cells during cellular division is clear, the mecha-
nism by which Cse acts is still unknown. Indeed, the long-
chain phenotype of the  cse  mutant could either be caused 
by changes in the cell wall (directly or indirectly involving 
 cse ) or be related to a potential murein hydrolase activity 
of Cse .  Involvement of multiple peptidoglycan hydrolases 
in daughter cell separation has been reported in a number 
of bacteria. The 3 amidases AmiA, AmiB and AmiC of 
 Escherichia coli , the LytA and LytB cell wall hydrolases of 
 Streptcoccus pneumoniae,  and the major autolysins AcmA 
of  Lactococcus lactis  and Atl1 of  Staphylococcus aureus  are 
all involved in cell separation [Buist et al., 1995; De Las 
Rivas et al., 2002; Garcia et al., 1999; Heidrich et al., 2001; 
Yamada et al., 1996]. The peptidoglycan hydrolases LytE 
(CwlF), LytF (CwlE) and YojL (CwlS) have also been dem-
onstrated to be important for cell division in  Bacillus sub-
tilis  [Fukushima et al., 2006; Ishikawa et al., 1998; Margot 
et al., 1998; Ohnishi et al., 1999]. Simultaneous inactiva-
tion of  lytE ,  lytF  and  yojL  in  B. subtilis  is concomitant with 
the formation of longer chains of cells [Fukushima et al., 
2006]. In  S. pneumoniae,  depletion of  pcsB  elicits the gen-
eration of long chains [Ng et al., 2004; Reinscheid et al., 
2001]. In  Listeria   monocytogenes , the depletion of the au-
tolysin p60 results in the generation of long-chain fila-
ments and is associated with invasion into a mammalian 
cell line [Kuhn and Goebel, 1989].

  The Cse cell separation protein consists of 2 putative 
domains that are separated by a central region [Borges et 
al., 2006]. The N-terminal region of Cse contains a signal 
peptide involved in protein export [Borges et al., 2005] 
and a putative LysM domain that binds the surface pro-
tein to the cell wall [Steen et al., 2003, 2005]. The C-
 terminal region of Cse contains homology to the cys-
teine, histidine-dependent amidohydrolases/peptidases 
(CHAP) superfamily of proteins characterized by the 
presence of conserved cysteine and histidine involved in 
the enzymatic activity [Anantharaman and Aravind, 
2003; Bateman and Rawlings, 2003; Rigden et al., 2003]. 
Two distinct domains, NLPC/P60 (PF00877) and CHAP 
(PF05257), characterize this superfamily. The CHAP su-
perfamily of proteins has been proposed to function 
mainly, but not only, in peptidoglycan hydrolysis [Anan-
tharaman and Aravind, 2003; Bateman and Rawlings, 
2003; Rigden et al., 2003].

  Since the CHAP domain was assumed to be the Cse 
catalytic domain and to get insight into Cse role during 

cell separation, in silico analysis of CHAP and NlpC/p60 
families of proteins within the Firmicutes was done, al-
lowing us to predict that Cse acts as a putative N-acetyl-
muramoyl- L -alanine amidase.

  Results and Discussion 

 Characterization of the CHAP and NLPC/P60 
Domains within Firmicutes Proteins 
 In silico Analysis of the Firmicutes NlpC/p60 Family 
of Proteins 
 A BlastP [Altschul et al., 1997] search initiated with 

the NLPC/P60 consensus sequence (PF00877) given by 
the Pfam database [Bateman et al., 2000; Finn et al., 2006] 
and against the protein database of 150 entire Firmicutes 
genomes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_
table.cgi) allowed the retrieval of 100 NlpC/p60 proteins. 
Analysis of these data indicates that these proteins are not 
equally distributed within the Firmicutes genomes. In-
deed, the NlpC/p60 proteins are encoded by the Bacilla-
les (37%, most of them by the  Bacillus  and  Listeria  genus), 
Clostridia (34%) and Lactobacilliales (20%). In contrast, 
no NlpC/p60 encoding gene was found in the genome of 
either Staphylococcaceae or Mollicutes.

   Figure 1 a shows an alignment of the NLPC/P60 do-
mains of 32/100 Firmicutes proteins achieved by Clus-
talW Multiple Alignment software [Thompson et al., 
1994]. Within the Firmicutes, NLPC/P60 domains com-
prise 84–112 amino acids and are characterized by 3 mo-
tifs containing conserved amino acids (see  fig. 1 a). With-
in them, the most conserved residues are Cys 18 , Gly 62 , 
Asp 63  and His 79  (present in 99, 100, 100 and 97% of the 
NlpC/p60 proteins, respectively) and the less conserved 
His 91  that is shared by 74% of these proteins. These con-
served residues play a role in the catalytic activity of the 
NLPC/P60 domains [Anantharaman and Aravind, 2003; 
Rigden et al., 2003]. The consensus sequence of the Fir-
micutes NLPC/P60 domains is given in  figure 1 b and was 
determined using the Weblogo software (http://weblogo.
berkeley.edu/logo.cgi) [Crooks et al., 2004]. Secondary 
structure predictions by the PSI-PRED Protein Structure 
Prediction Server (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) 
[Jones, 1999] show that the NLPC/P60 consensus domain 
should belong to the  �  and  �  structural class, with the N-
terminal half containing 2 predicted  �  strands, followed 
by 3 predicted  �  helices. The C-terminal half is mainly 
composed of 5 predicted  �  strands and 1 predicted  �  he-
lix ( fig. 1 a).



 Firmicutes CHAP-Related Superfamily of 
Proteins 

 J Mol Microbiol Biotechnol 2008;14:31–40 33

  In silico Analysis of the Firmicutes CHAP Family of 
Proteins 
 In order to retrieve the CHAP proteins encoded by the 

Firmicutes, a BlastP search was initiated with the CHAP 
(PF05257) consensus sequence and the COG3942 se-
quence from the NCBI Conservated Domain Database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) 
[Marchler-Bauer et al., 2005]. The COG3942 sequence is 
a conserved protein sequence that is composed of a CHAP 

domain and of another sequence that is not defined as a 
domain. On the whole, 230 proteins were extracted. 
Within the Firmicutes, the distribution of the CHAP 
proteins differs from that of NlpC/p60 proteins. Indeed, 
the majority of the CHAP proteins is encoded by the ge-
nomes of Lactobacillales (130/230), from which 50% were 
encoded by  Streptococcus . Within the Bacillales,  Bacillus  
and  Listeria  are deprived of CHAP proteins in opposition 
to  Staphylococcus  that encode nearly 42% of them. Few 
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  Fig. 1.  NLPC/P60 domains of Firmicutes proteins. Only proteins 
displaying less than 70% identity between them are shown in this 
figure.  a  Multiple alignments of the NLPC/P60 domains of 32 
proteins. The proteins identifiers are given as EMBL/GenBank 
accession number. Identical and similar amino acids are shown 
in darkly and lightly shaded boxes, respectively. Motifs with con-
served residues are indicated within brackets. Secondary struc-
ture prediction of the NLPC/P60 domains was carried out with 
the PSI-PRED Protein Structure Prediction Server. Predicted  �  
helixes and  �  strands are shown below the alignments as cylinders 
and arrows, respectively.  M. = Moorella; B. = Bacillus; C. = Clos-

tridium; D. = Desulfitobacterium; L. = Lactococcus; Eb. = Exiguo-
bacterium; Ob. = Oceanobacillus; Gb. = Geobacillus; T. = Thermo-
anaerobacter; S. = Streptococcus; Lb. = Lactobacillus; Ls. = Liste-
ria; E. = Enterococcus; A. = Alkaliphilus; Cs. = Caldicellulosiruptor . 
 b  Consensus sequence of the Firmicutes NLPC/P60 domain based 
on an alignment of 100 NlpC/p60 proteins identified by BlastP 
and drawn in the SeqLogo format using the Weblogo tool. The 
size of each letter is proportional to its degree of conservation. The 
size of each column represents the statistical importance of the 
given position. 
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are also encoded by  Clostridium,  2 by  Clostridium beije-
rincki  and 1 by  Clostridium acetobutylicum . Thus, most 
of the Firmicutes genome encodes either NlpC/p60 or 
CHAP proteins.

   Figure 2 a shows an alignment of 35/230 of the CHAP 
proteins. The CHAP domain contains 53–117 amino ac-
ids and displays 2 highly conserved motifs ( fig. 2 a). These 
are characterized by the presence of the highly conserved 
Cys 6  and His 97  (present in at least 95% of the CHAP pro-
teins). Between these 2 motifs, the well-conserved resi-

dues Gly 36 , Asn 41 , Trp 44 , Ala 52 , Gly 56 , Pro 68 , Gly 71  (shared 
by more than 74% of the proteins) and Tyr 57  (shared by 
67% of the proteins) are present ( fig. 2 a). Point mutation 
of the conserved Cys and His residues or total deletion of 
this domain reveals that it retains peptidoglycan hydro-
lase activity [Donovan et al., 2006; Huard et al., 2003; 
Navarre et al., 1999; Nelson et al., 2006; Pritchard et al., 
2004; Yokoi et al., 2005]. Additional experiments demon-
strated that the Asn residue (within motif 2;  fig. 2 a) is also 
crucial for the enzymatic function. The consensus se-

NP_687053 S. agalactiae 2603V/R
ZP_00875249 S. suis 89/1591
YP_138970 S. thermophilus LMG18311
ZP_00874828 S. suis 89/1591
ZP_007906678 S. agalactiae 18RS21
ZP_00385488 Lb. casei ATCC334
YP_492702 St. aureus USA300
YP_252274 St. haemolyticus JCSC1435
YP_ 300418 St. saprophyticus ATCC15305
NP_801567 S. pyogenes SSI-1
NP_688674 S. agalactiae 2603V/R
YP_140537 S. thermophilus CNRZ1066
NP_815520 E. faecalis V583
NP_ 735579 S. agalactiae NEM316
YP_254462 St. haemolyticus JCSC1435
ZP_00062746 Lc. mesenteroïdes ATCC8293
NP_816966 E. faecalis V583
YP_417888 St. aureus RF122
YP_416201 St. aureus RF122
NP_268064 L. lactis IL1403
YP_494175 St. aureus USA300
ZP_00911986 C. beijerincki NCIMB8052
NP_765044 St. epidermidis ATCC12228
ZP_00319262 O. oeni PSU-1
NP_720505 S. mutans UA159
ZP_00780228 S. agalactiae 18RS21
NP_346624 S. pneumoniae TIGR4
ZP_00919591 C.beijerincki NCIMB8052
NP_268446 S. pyogenes M1_GAS
NP_346612 S. pneumoniae TIGR4
YP_536700 Lb. salivarius UCC118
NP_348153 C. acetobutylicum ATCC824
YP_254248 St. haemolyticus JCSC1435
ZP_00788842 S.agalactiae CJB111
YP_138648 S. thermophilus LMG18311
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  Fig. 2.  CHAP domains of Firmicutes proteins.  a  Multiple align-
ments of the CHAP domains of 35 proteins. The proteins identi-
fiers are given as EMBL/GenBank accession number. Identical 
and similar amino acids are shown in darkly and lightly shaded 
boxes, respectively. Motifs with conserved residues are indicated 
within brackets. Secondary structure prediction of the CHAP do-
main was carried out with the PSI-PRED Protein Structure Pre-
diction Server. Predicted  �  helixes and  �  strands are shown below 
the alignments as cylinders and arrows, respectively.  S. = Strepto-

coccus; Lb. = Lactobacillus; St. = Staphylococcus; E. = Enterococ-
cus; Lc. = Leuconostoc; L. = Lactococcus; C. = Clostridium; O. = 
Oenococcus .    b  Consensus sequence of the Firmicutes CHAP do-
main based on the alignment of 230 CHAP proteins identified by 
BlastP and drawn in the the SeqLogo format using the Weblogo 
tool. The size of each letter is proportional to its degree of conser-
vation. The size of each column represents the statistical impor-
tance of the given position. 



 Firmicutes CHAP-Related Superfamily of 
Proteins 

 J Mol Microbiol Biotechnol 2008;14:31–40 35

quence of the Firmicutes CHAP domain is given in  fig-
ure 2 b. Secondary structure predictions by the PSI-PRED 
Protein Structure Prediction Server (http://bioinf.cs.ucl.
ac.uk/psipred/) show that the CHAP domain, like the 
NLPC/P60 domain, belongs to the  �  and  �  structural 
class with the N-terminal half containing 2 predicted  �  
helixes followed by 2 predicted  �  strands. The C-terminal 
half is mainly composed of 4 predicted  �  strands and 1 
predicted  �  helix in its COOH end ( fig. 2 a).

  Although the primary sequence of the CHAP and 
NLPC/P60 domains of Firmicutes proteins are distinct, 
they adopt a common  �  and  �  topology and are both 
characterized by the well-conserved Cys and His resi-
dues. Other conserved residues were demonstrated to be 
important as well [Anantharaman and Aravind, 2003; 
Bateman and Rawlings, 2003; Rigden et al., 2003; Yokoi 
et al., 2005]. In the model by Anantharaman and Ara-
vind [2003], hydrolysis of the peptidoglycan bonds takes 
place as a general acid/base catalysis that requires Cys 
acting as the nucleophile that attacks the peptide bonds, 

while His acts as a proton donor. The polar (Asn/His/
Asp) residues serve as the orienting residue for the cata-
lytic His residue [Anantharaman and Aravind, 2003; 
Rigden et al., 2003].

  Domain Organization of the CHAP and NlpC/p60 
Proteins within the Firmicutes 
 The 100 NlpC/p60 and 230 CHAP proteins found 

within the Firmicutes were submitted to a search for ad-
ditional domains using the Pfam database (http://www.
sanger.ac;uk/Software/Pfam/) and for a signal peptide 
using the SignalPHMM Server (http://www.ebi.ac.uk/
InterProScan/) [Bendtsen et al., 2004]. Interestingly, the 
domains’ organization of the NlpC/p60 proteins is dis-
tinct from that of the CHAP proteins. All NlpC/p60 pro-
teins possess a signal peptide and in most cases multiple 
copies of given cell wall attachment domains or different 
cell wall binding domains ( fig. 3 ). This suggests that all 
NlpC/p60 proteins are potentially secreted and located 
on the bacterial cell surface. In contrast, CHAP proteins 

[Shirai et al., 1997]

[Hourdou et al., 1992]
[Yamaguchi et al., 2004]

[Suzuki and Tahara, 2003]

[Fukushima et al, 2006]

[Kohler et al., 1991; Machata et al., 2005]

[Margot et al., 1999; Ohnishi et al., 1999]

[Margot et al., 1998;  Ishikawa et al., 1998]

  Fig. 3.  Domain architecture of NlpC/p60 proteins within the Fir-
micutes. The NLPC/P60 domain can be found in the Pfam data-
base, accession number PF00877. For more information about the 
other domains, see Pfam [Bateman et al., 2000], using the follow-
ing accession numbers: LysM (PF01476), G5 (PF07501), SH3 
(PF08460), CW-binding_1 (PF01473), PG-binding_1 (PF01471), 

SLH (PF00395) and Glucosaminidase (PF01832). Small black box-
es on the N-termini indicate signal peptides, predicted by the Sig-
nalPHMM server. For each kind of architecture, only 1 protein 
identified by its EMBL/GenBank accession number is given and 
characterized by the description available in the data banks.             
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do not always contain a signal peptide ( fig. 4 ) and several 
seem to be deprived of a cell wall attachment domain. 
This suggests that some of them are potentially nonse-
creted, whereas others are secreted and may be exposed 
to the bacterial cell surface.

  Morever, NlpC/p60 proteins are usually characterized 
by a single catalytic NLPC/P60 domain. One exception is 
YwtD from  B. subtilis  that carries 3 copies of the NLPC/
P60 domain of which only 1 is functional [Bateman and 
Bycroft, 2000; Suzuki and Tahara, 2003]. In contrast, 
CHAP proteins often display amidase or glucosamini-
dase domains in addition to their CHAP domain. This 
multiplicity of catalytic domains confers to the proteins’ 
multifunctional activities [Eckert et al., 2006; Navarre et 
al., 1999; Pritchard et al., 2004]. Within the Firmicutes, 
complex protein architectures are found only in  Entero-
coccus  genomes. In silico analyses reveal that  Enterococ-
cus  NLPC/P60 domain is always associated with other 
catalytic domains ( fig. 3 ,  4 ).

  Cell Wall Binding Domains Encountered in NlpC/
p60 and CHAP Proteins 
 The CHAP superfamily of proteins includes surface 

proteins containing various attachment domains that in-
teract with the components in cell wall. Some of these 
binding domains are described in the articles by Desvaux 
et al. [2006] and Scott and Barnett [2006]. Bacterial cell 
surface binding domains frequently encountered in the 
CHAP superfamily of proteins are LysM (PF01476), CW-
binding_1 for choline binding (PF01473) and SH3 
(PF08460;  fig. 3 ,  4 ). The LysM domain is one of the most 
common attachment modules in bacterial cell surface 
proteins [Bateman and Bycroft, 2000]. The autolysins 
AtlA of  Enterococcus faecalis , AcmA of  L. lactis  and p60 
of  L. monocytogenes  contain tandem repeats of the LysM 
motif [Eckert et al., 2006; Kohler et al., 1991; Steen et al., 
2003, 2005]. Truncation of the LysM repeats of AtlA and 
AcmA led to an important reduction in their activity, in-
dicating that the LysM domain is important for peptido-

[Mattos-Graner et al., 2006]

[Nelson et al., 2006]

[Reinscheid et al., 2001]

[Borges et al., 2005]

[Kajimura et al., 2005]

[Llull et al., 2005]

[Navarre et al., 1999]

[Yokoi et al., 2005]

[Huard et al., 2003]

[Gosink et al., 2000]

[Pritchard et al., 2004; Donovan et al., 2006]

  Fig. 4.  Domain architecture of the CHAP proteins within the Fir-
micutes. The CHAP domain can be found in the Pfam database, 
accession number PF05257. For more information about the oth-
er domains, see Pfam using the following accession numbers: 
LysM (PF01476), SH3 (PF08460), CW-binding_1 (PF01473), 

 Glycohydro_25 (PF01183), Amidase_2 (PF01510), Amidase_3 
(PF01520), Glucosamidase (PF01832) and NLPC/P60 (PF00877). 
Small black boxes on the N-termini indicate signal peptides, pre-
dicted by the SignalPHMM server.             
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glycan binding and biological functioning [Eckert et al., 
2006; Steen et al., 2005]. The function of LysM is thought 
to direct the enzyme to its site of action, that is cell sepa-
ration sites and cell poles in the case of AcmA, YojL (CwlS) 
of  B. subtilis  and Sle1 of  S. aureus  [Fukushima et al., 2006; 
Kajimura et al., 2005; Steen et al., 2003].

  The choline-binding domain (ChBD) is responsible 
for the noncovalent anchoring of the choline binding 
proteins to the choline moieties of both teichoic and lipo-
teichoic acids at the cell surface [Garcia et al., 1994; Her-
moso et al., 2003; Janecek et al., 2000]. The  S. pneumo niae  
cell wall hydrolases LytA, LytB and LytC possess several 
ChBDs positioned either in the C- or N-terminal end of 
the proteins [De Las Rivas et al., 2002; Garcia et al., 1999; 
Lopez et al., 1997]. The multiplicity of the ChBDs pro-
vides advantage for maintaining a close interaction with 
the cell envelope without perturbing the shape and func-
tion of the active catalytic modules of choline-binding 
proteins [Hermoso et al., 2003]. The ChBD also contrib-
utes to the virulence of  S. pneumoniae  [Fernandez-Torne-
ro et al., 2001].

  The SH3 (Src homology 3) domain was first discov-
ered in eukaryotes and demonstrated to play an impor-
tant role in cell-cell communication and signal transduc-
tion [Whisstock and Lesk, 1999]. The SH3 domain has 
recently been identified in bacteria and named SH3b. The 
basic role of bacterial SH3b domains from pathogen is 
considered to be the binding to receptors on eukaryotic 
cells to promote invasion [Whisstock and Lesk, 1999]. 
The SH3b domain of the  S. aureus  ALE-1 peptidoglycan 
hydrolase binds specifically to staphylococcal peptido-
glycan bonds [Lu et al., 2006].

  Additional cell wall binding domains such as PG-
binding_1 (PF01471), G5 (PF07501) and SLH (PF00395) 
are less frequent and specifically found in NlpC/p60 pro-
teins ( fig. 3 ). The G5 and PG-binding_1 domains bind to 
the peptidoglycan [Bateman et al., 2005; Foster, 1991] and 
the SLH domain interacts with secondary cell wall poly-
mers [May et al., 2006; Sara and Sleytr, 2000].

  Function of the NlpC/p60 and CHAP Proteins 
  NlpC/p60 Proteins.  One of the first characterized 

NlpC/p60 proteins was the autolysin p60 in  L. monocyto-
genes  [Kohler et al., 1991] that possesses an hydrolase ac-
tivity required for a late step in cell division [Wuenscher 
et al., 1993]. Truncation of most of the NLPC/P60 domain 
of p60 provokes its inactivation [Machata et al., 2005]. By 
analogy with p60, proteins displaying the same catalytic 
domain were hypothesized to function as peptidoglycan 
hydrolases involved in cell lysis. Within the Firmicutes 

only a few NlpC/p60 proteins are characterized; all are 
found in  Bacillus  and are cell-separating rather than cell-
lysing enzymes. The  Bacillus  cell wall hydrolases   LytE 
(CwlF), LytF (CwlE) and YojL (CwlS) play a role in cell 
separation during vegetative growth [Fukushima et al., 
2006; Ishikawa et al., 1998; Ohnishi et al., 1999]. CwlO is 
a  B. subtilis  enzyme with unknown function [Yamaguchi 
et al., 2004]. This protein is not essential for growth and 
seems not to be associated with daughter cell separation 
during cellular division [Yamaguchi et al., 2004]. The 
substrate bond specificity of LytF, CwlO, CwlS and the 
 Bacillus sphaericus  endopeptidase II indicates that these 
proteins are  D , L -endopeptidase capable of hydrolyzing 
the linkage of a  D - � -glutamyl- meso -diaminopimelic acid 
in the cell wall of  Bacillus  [Fukushima et al., 2006; Hour-
dou et al., 1992; Margot et al., 1998, 1999; Yamaguchi et 
al., 2004]. Another NlpC/P60 protein, YwtD, was identi-
fied in  B. subtilis  that degrades the poly- � -glutamic acid, 
a polypeptide secreted into the growth medium [Suzuki 
and Tahara, 2003]. YwtD cleaves the  � -glutamyl bond be-
tween  D - and  L -glutamic acid of the poly- � -glutamic acid. 
Thus, the NlpC/p60 proteins from  Bacillus  characterized 
so far hydrolyze diverse substrates that contain a  � -glu-
tamyl moiety. This substrate specificity is consistent with 
that of other NlpC/p60 proteins found in other bacterial 
genus [Anantharaman and Aravind, 2003; Rigden et al., 
2003] and allows us to hypothesize that all the Firmicutes 
NlpC/p60 enzymes hydrolyze  � -glutamyl-containing 
substrates.

  If this hypothesis is true, NlpC/p60 proteins of  Entero-
coccus  would not be able to hydrolyze their own peptido-
glycan, since they lack  � -glutamyl- meso -diaminopimelic 
acid [Schleifer and Kandler, 1972]. This would justify the 
presence of another catalytic domain to ensure the hy-
drolytic activity of these proteins and explain the com-
plex architecture of the NlpC/p60 proteins of  Enterococ-
cus .

   CHAP Proteins.  Among the Firmicutes, only a few 
bacterial and phage-encoded CHAP proteins have been 
characterized and function mainly as murein hydrolas-
es. Most of these CHAP murein hydrolases participate 
either in cell division, including daughter cell separation, 
or in cell lysis. Downexpression of  pcsB  from  S. pneu-
moniae  and  S. agalactiae  resulted in the formation of 
long chains of cells and led to abnormal, uncontrolled 
cell wall synthesis at misplaced septa and around large 
cells. These results show that PcsB protein has a role in 
cell division [Ng et al., 2004; Reinscheid et al., 2001]. De-
letion of  cse  from  S. thermophilus  results in an extremely 
long-chain phenotype [Borges et al., 2005, 2006]. GbpB, 
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a secreted CHAP protein from  Streptococcus mutans , is 
hypothesized to be part of a complex involved in pepti-
doglycan synthesis and cell division [Mattos-Graner et 
al., 2006]. Sle1 from  S. aureus  is involved in cell separa-
tion and was demonstrated to cleave N-acetylmuramoyl-
 L -alanine bonds in a cross bridge that interlinks the 2 
murein strands in peptidoglycan [Kajimura et al., 2005]. 
The choline-binding protein Sk1 from  Streptococcus   mi-
tis,  whose function is unknown, displays the same N-
acetylmuramoyl- L -alanine amidase activity [Llull et al., 
2006].

  Instead of being involved in cell separation, 4 other 
CHAP proteins have been implicated in cell lysis. These 
are AcmB autolysin from  L. lactis  [Huard et al., 2003],  S. 
agalactiae  phage B30 endolysin [Donovan et al., 2006; 
Pritchard et al., 2004], staphylococcal phage  � 11 [Na-
varre et al., 1999] and streptococcal PlyCA bacteriophage 
lysin [Nelson et al., 2006]. The autolysin AcmB displays a 
central glucosaminidase domain and a CHAP domain 
[Huard et al., 2003]. AcmB hydrolyzes the peptidoglycan 
bonds between N-acetylglucosamine and N-acetyl-
muramic acid and thus is an N-acetylglucosaminidase 
[Huard et al., 2003]. In this case, the specificity of the 
CHAP domain alone has not been determined. The  S. 
agalactiae  phage B30 endolysin contains an SH3-binding 
domain and 2 catalytic domains, CHAP and Acm 
[Pritchard et al., 2004]. Truncations and point mutations 
indicated that the Acm domain requires the SH3 domain 
for activity, while the CHAP domain is responsible for 
nearly all cell lysis activity [Donovan et al., 2006]. The 
Acm domain of the phage B30 lysin is associated with 
glycosidase activity, while its CHAP domain is associated 
with endopeptidase activity [Pritchard et al., 2004]. The 
CHAP domain of the staphylococcal phage  � 11 lysin is 
also responsible for  D -alanyl-glycine endopeptidase ac-
tivity [Navarre et al., 1999]. This enzyme also disposed of 
an amidase_2 domain responsible for an N-acetylmu-
ramoyl- L -alanine amidase activity [Navarre et al., 1999].

  Although the cleavage bonds within peptidoglycan 
have been determined only in a few Firmicutes CHAP 
enzymes, it seems that CHAP proteins involved in cell 
separation have N-acetylmuramoyl- L -alanine amidase 
activity, whereas those implicated in cell lysis have an en-
dopeptidase specificity. It should be noticed that CHAP 
enzymes involved in cellular lysis are in most cases bi-
functional enzymes displaying more than 1 catalytic do-
main [Donovan et al., 2006; Navarre et al., 1999; Pritchard 
et al., 2004]. These domains may act in a cooperative 
manner to provide tightly regulated cleavage of peptido-
glycan substrates [Bateman and Rawlings, 2003].

  Conclusion 

 Peptidoglycan is the major component of Gram-posi-
tive cell walls and ensures cell wall integrity and rigidity 
[Rogers et al., 1980]. The structure of peptidoglycan is an 
alternating copolymer of N-acetylmuramic acid-( � 1-4)-
N-acetylglucosamine with peptide side chains branch-
ing from the N-acetylmuramic acid residues. Wall pep-
tides are cross-linked with other peptides that are at-
tached to a neighboring glycan strand, thereby generating 
a three-dimensional molecular network that surrounds 
the cell.

  Bacteria synthetize peptidoglycan hydrolases capable 
of hydrolyzing their own peptidoglycan to ensure impor-
tant cellular process during cell growth and division 
[Smith et al., 1996]. One class of peptidoglycan hydrolase 
is the CHAP superfamily of proteins. Rigden et al. [2003] 
have recently pointed out that only 11 members of the 
CHAP superfamily are biochemically characterized, but 
some of them were completely unrelated to cell wall deg-
radation function. Within the Firmicutes, this does not 
seem to be the case, since all the proteins belonging to the 
CHAP superfamily identified so far function as peptido-
glycan hydrolases. However, various peptidoglycan bonds 
can be hydrolyzed depending on the nature of the cata-
lytic (NLPC/P60 or CHAP) domain. Within the Fir-
micutes, CHAP proteins that play a role in the separation 
of daughter cells during cellular division have an N-ace-
tylmuramoyl- L -alanine amidase specificity, whereas 
others (part of the CHAP and the NlpC/p60 family) have 
an endopeptidase activity. Among the Firmicutes CHAP 
superfamily of endopeptidases, NlpC/p60 proteins hy-
drolyze the peptide stem between  D -glutamic acid and 
the meso-diaminopimelic acid bond that is not present in 
all Firmicutes. In  Staphylococcus  or  Streptococcus,  where 
the meso-diaminopimelic acid is replaced by an  L -lysine, 
NlpC/p60 proteins are absent. Interestingly, the cleavage 
bond specificity of the CHAP endopeptidases varies ac-
cording to the bacterial species in which the protein is 
found. Hence, the lysin encoded by phage B30 cleaves be-
tween  D -Ala of the stem peptides and  L -Ala of the inter-
peptide bridges of the streptococcal peptidoglycan 
[Pritchard et al., 2004]. Instead, the phage  � 11 endopep-
tidase cleaves between the  D -Ala of the stem peptide and 
a glycine residue of the (Gly) 5  bridge in the staphylococcal 
peptidoglycan bridge that is absent in group B  Streptococ-
cus . Thus, the CHAP hydrolytic bond specificity is likely 
to depend on the composition of the peptidoglycan stem 
peptides and the way they are cross-linked. This could 
explain why the Mollicutes, characterized by a complete 
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lack of a cell wall [Trachtenberg, 1998], are deprived of 
NlpC/p60 and CHAP proteins.

  The biological process in which the CHAP superfam-
ily of enzymes is involved is also determined by the spa-
tial location of the protein. This depends on the cell wall 
binding domains associated with the NLPC/P60-CHAP 
catalytic domain, but also on cell wall constituents that 
may hinder cell wall attachment of the peptidoglycan 
binding domains [Steen et al., 2003, 2005]. Nevertheless, 
in some of the NlpC/p60-CHAP proteins no binding do-
main is detected, suggesting either that they possess a 
nonidentified binding domain or are deprived of it. In-
terestingly, the example of PlyC demonstrated that the 
catalytic and binding domains can be encoded by 2 dis-
tinct genes [Nelson et al., 2006].

  The CHAP domain is present in proteins containing 
other types of catalytic domains. One of them is PECACE, 

a potential peptidoglycan hydrolyzing domain in Gram-
positive bacteria [Pagliero et al., 2005]. Several NlpC/p60 
and CHAP proteins harbor a multimodular architecture 
with multiple hydrolytic activities, probably needed for 
the regulation of peptidoglycan metabolism [Bateman 
and Rawlings, 2003; Pagliero et al., 2005].

  Analysis of the CHAP superfamily of proteins allowed 
us to better understand their role within the Firmicutes 
and to gain insight into Cse activity. The Cse protein 
from  S. thermophilus  belongs to the CHAP family of en-
zymes and, like some other CHAP proteins, is involved 
in cell separation during cell division [Borges et al., 2005, 
2006]. By analogy with other CHAP proteins, it is there-
fore conceivable that Cse acts as a peptidoglycan hydro-
lase with a potential N-acetylmuramoyl- L -alanine ami-
dase specificity.
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Abstract

Within Streptococcus thermophilus, Cse was identified as the major cell disconnecting peptidoglycan hydrolase (PGH) and was demonstrated
to be species-specific. To identify cell disconnecting PGHs encoded by other Streptococcus genomes, we explored the diversity of domains
carried by Firmicutes PGHs, and especially that of enzymes involved in daughter cell separation. This work brings to light the diversity of
PGHs and reveals that each species recruits its own cell-separating enzyme distinct from that of the others. This specificity is probably correlated
with the diversity of substrates found in the bacterial cell wall.
� 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Bacterial cellular division ends with cell disconnection,
a still poorly understood process that requires peptidoglycan
hydrolases (PGHs). Indeed, in many bacteria, a correlation
between the absence of PGH activity and failure of cell sepa-
ration has been reported [76].

Streptococcus thermophilus, a lactic acid bacterium
massively used for dairy product fermentation, grows in the
form of cell chains [61], indicating that cell separation is never
fully completed within this species. Indeed, in S. thermophilus,
cell separation is ensured exclusively (or mainly) by Cse,
a modular enzyme thought to possess peptidoglycan hydrolase
activity. The S. thermophilus Dcse mutant forms extraordi-
narily long chains of cells due to incompletion of cell daughter
separation [6]. The cse gene encodes a modular protein
containing a signal peptide and a putative LysM motif, sug-
gesting that Cse is secreted and able to bind to the cell wall,
respectively. Cse also carries a putative CHAP (cysteine,

histidine-dependent aminohydrolase/peptidase) domain poten-
tially conferring catalytic activity upon the protein [37].
Surprisingly, Cse was found to be specific to S. thermophilus.
Instead, Streptococcus pneumoniae disposes of LytB [26] and
Streptococcus mutans of Aml [80], key daughter cell-sepa-
rating enzymes. One common feature of cell-separating
enzymes described thus far is that they are all PGHs.

Bacteria are known to possess a variety of specific PGHs
[62]. In order to obtain an overview of Firmicutes PGHs,
and especially those involved in cell separation, we searched
for PGHs encoded by Firmicutes genomes. We studied their
modular organization so as to elucidate the main characteris-
tics of PGHs involved in daughter cell disconnection. Special
attention was paid to Streptococcus cell-separating PGHs.

2. PGH substrate specificities

Within the last decade, an increasing number of PGHs have
been characterized in Gram-positive bacteria using biochem-
ical techniques leading to identification of their activities. In
order to search for PGHs, enzymes annotated as assuming
one of these hydrolytic activities were extracted from the
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complete genome sequence of the 129 complete Firmicutes
genomes. This enabled us to identity their catalytic domains.
The Pfam database was then used to collect all Firmicutes
proteins displaying these domains and their sequences were
retrieved from EMBL/GenBank (http://www.sanger.ac.uk/
Software/Pfam/) [21].

Peptidoglycan is the major component of cell walls of
Gram-positive bacteria. Peptidoglycan is a polymer of alter-
nating units of the disaccharide N-acetylmuramic acid
(MurNAc)-(b-1,4)-N-acetylglucosamine (GlcNAc), that are
cross-linked by short peptides (Fig. 1). Wall peptides are
cross-linked with other peptides that are attached to a neigh-
boring glycan strand, thereby generating a three-dimensional
molecular network that surrounds the cell [62].

Firmicutes are characterized by a huge diversity of PGHs.
Specific enzymes exist for almost all peptidoglycan covalent
bonds. According to the specific bond that is split down in
the peptidoglycan, distinct classes of PGHs are defined
[27,64,66]. N-acetylmuramoyl-L-alanine amidases cleave the
amide bond between the lactic acid side chain of MurNAc
and L-alanine of the short peptide. Peptidases are capable
of cleaving short peptides (carboxypeptidases) or peptide
cross-bridges (endopeptidases). N-acetylglucosaminidases
and N-acetylmuramidases hydrolyze b-1,4-bonds between
disaccharide units of peptidoglycan (Fig. 1).

Cleavage specificity depends on the catalytic domain
carried by the PGHs (Fig. 1).

In most cases, catalytic domains are specialized in cleavage
of one specific peptidoglycan bond and the corresponding

enzyme belongs to one of the previously described functional
classes. Nevertheless, one catalytic domain, VanY, was
reported to be able to cleave several different peptidoglycan
linkages (for an extensive review see Ref. [22]). To our knowl-
edge, the only catalytic domain that was reported to display
two distinct functions is the CHAP domain: it confers N-ace-
tylmuramoyl-L-alanine amidase activity upon proteins
involved in cell separation [33,38] and shows endopeptidase
specificity in those implicated in cell lysis [19,50,56].

3. Modular architecture of the PGHs

Most Firmicutes PGHs are characterized by a modular
structure composed of two domains: one having catalytic
activity and the other containing a recognition/cell wall
binding domain. Within Firmicutes PGHs, a total of 14
different catalytic domains were listed, as well as 27 distinct
surface association domains. Fig. 2 illustrates all possibilities
of domain associations found within Firmicutes PGHs along
with the diversity of their architectures. Some rare Firmicutes
PGHs (often carboxypeptidases) are composed of a single
catalytic domain. Alternatively, others display multiple
distinct or identical catalytic domains associated with one or
more substrate/binding domains (Fig. 2).

Commonly, the presence of multiple distinct catalytic
domains confers upon PGHs multifunctional activities
[20,50,56]. For instance, glucosaminidase and amidase activi-
ties of Atl from Staphylococcus aureus are conferred by gluco-
saminidase and amidase_2 domains, respectively [4,52,76].
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Fig. 1. Schematic structure of peptidoglycan from Gram-positive bacteria and PGH substrate specificity. Peptidoglycan is a polymer of alternating N-acetylglucos-

amine (GlcNAc) and N-acetylmuramic acid (MurNAc) residues, linked by b-1,4-glycosidic bonds. The chemistry of glycan strands varies only slightly between

different bacteria. However, the composition of short peptides which are linked to the lactyl group of MurNAc is variable [62]. For Gram-positive bacteria, these

short peptides are most often L-alanyl-L-lysyl-D-alanyl-D-alanine, except for Bacillus and Listeria species, wherein a dibasic amino acid is a mesodiaminopimelyl

residue [60]. PGHs are classified into five categories according to their specific site of cleavage. Arrows point to specific bonds cleaved by each category of PGH.

Catalytic domains are indicated by their Pfam database accession number (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/).
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GBS bacteriophage B30 endolysin shows both glycosidase and
endopeptidase activities resulting from independent action of
Acm (Glyco_hydro_25) and CHAP catalytic domains [56].
Nevertheless, the combined action of different catalytic
domains is also possible. The full LysWMY enzyme of the
Staphylococcus warneri phage is more active than the isolated
CHAP or amidase domains, suggesting that they cooperate to
cleave cell walls of intact cells [79].

The level of activity of hydrolytic enzymes not only results
from the efficiency of catalytic domains, but is also controlled
by cell wall binding domains. Their number may be essential
for efficient PGH binding to the cell wall [7,32]. For instance,
the copy number of the choline binding domain (ChBD/
CW_binding_1), LysM and SH3, has been demonstrated to be
important for high catalytic efficiency of the PGHs: their inacti-
vation leads to a sharp reduction [20,25,69] or even abolition of
PGH activity [59]. Targeting domains are also responsible for the
PGH binding specificity; for example, ChBD of S. pneumoniae
LytA promotes its binding to choline within the pneumococcal

cell wall [58]. The SH3 domain of S. aureus ALE-1 binds specif-
ically to staphylococcal peptidoglycan bonds [39].

The diversity of the PGHs is reflected not only in the huge
variety of their catalytic and surface association domains, but
also in the multiplicity of their associations. To explain PGH
diversity, evolution by modular recombination was hypothe-
sized and further confirmed by in vitro construction of func-
tional chimeric PGHs [12,16,17]. The creation of Cse, the
major S. thermophilus cell separation enzyme, results from
natural domain shuffling events combining the LysM cell
wall binding module of the sip gene and the CHAP catalytic
module of the pcsB gene [6]. Atl, a natural chimera, also
results from evolution of multimodular enzymes by gene
fusion and gene duplication [52].

4. Firmicutes genomes encode different sets of PGHs

Table 1 illustrates domains encountered within Firmicutes
proteins and shows that each genus encodes at least one
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Fig. 2. Diversity of modular structure of PGHs within the Firmicutes. Schematic representation of domain combinations forming Firmicutes PGHs. PGH sequences

were submitted to a search for additional domains using the Pfam database [21] (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/). For more information about non-cata-

lytic domains, see Pfam using the following accession numbers: Big_4 (PF07532), CBM_5_12 (PF02839), ChW (PF07538), Collagen (PF01391), Cpl_7
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protein of each PGHs class. These data also indicate that
cleavage of a specific peptidoglycan bond is not restricted to
a single catalytic domain but is ensured by several of them.
For example, N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase activity
is performed exclusively by the amidase_3 domain in the Cal-
dicellulosiruptor genus, whereas at least three distinct domains
(amidase_2, amidase_3, amidase_5 and possibly CHAP) are
responsible for this activity in Streptococcus.

Within Firmicutes, the peptidase_S11 domain is ubiquitous,
suggesting that positive selective pressure operates for mainte-
nance of PGHs carrying this domain. Indeed, many of these
PGHs are penicillin-binding proteins (PBPs) which perform
critical functions in the bacterial cell division process
[29,60]. Among them are the D,D-carboxypeptidases: PBP3
from Streptococcus pneumoniae plays a central role in organi-
zation of the division process in this species [48,49]; and DacB
(PBP5*) and DacF from Bacillus subtilis are involved in spore
peptidoglycan synthesis [54].

In general, catalytic domains are not ubiquitous but are
found in a restrictive number of bacterial genera (Table 1).
Three possible explanations may account for these absences.
First, the substrate of a catalytic domain may be restricted to
a few bacterial genera. Hence, the peptidase_M23 domain is
encoded by Staphylococcus aureus whose peptidoglycan
possesses a glycyleglycine bond [23,71]. Streptococcus

mutans and S. thermophilus, presumed to be deprived of this
substrate, do not encode for such a peptidase. An alternative
hypothesis is that distinct PGHs encoding genes have been
recruited in different genera to ensure the same biological
function. For instance, NLPC/P60 and CHAP domains are
both endopeptidases distributed in distinct genera. Staphylo-
coccus strains are deprived of NLPC_P60 proteins, but instead
possess CHAP proteins [50]. Bacillus encodes NLPC_P60
proteins [24,30,41,42,77] but lacks CHAP enzymes. More-
over, it is possible for non-essential domains to be lost. For
instance, the peptidase_S13 domain is found within PBP4
of Escherichia coli whose role in biosynthesis and turnover
of the bacterial cell wall cross-links is important, but not
essential [74].

Distribution of most of the surface association domains is
not ubiquitous (Table 1). Only G5, LysM, PBP5_C and
SH3_3 domains are present within most Firmicutes genera,
whereas the others are restricted to one or a few Firmicutes
genera. What is the biological significance of such diversity?

One of the major functions assigned to surface association
domains is protein binding to the cell wall and targeting of the
enzyme to its site of action. Such functions have been attrib-
uted to the LysM domain [24,33,70], the Cpl domain [53],
the choline binding domain (ChBD/CW_binding) [25,28],
the GBS Bsp-like domain [57] and the SPOR domain [45].

Table 1

Nature and repartition of PGH domains encoded by the genome of 22 Firmicutes genera
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Thus, the diversity of these attachment domains may correlate
with the diversity of bacterial cell wall structures and/or vari-
ability of the substrate recognized by PGHs.

However, other essential biological functions, like survival
of bacterial cells in their environment, might also be fulfilled
by these additional domains. Thus, the SH3 domain of

prokaryotes is believed to promote either survival of pathogens
within the invaded cell by modulating the pathways controlled
by SH3 domains, or invasion by binding to receptors on
eukaryotic cells [73]. The G5 domain that promotes PGH
binding to N-acetylglucosamine [2] is found in S. pneumoniae
glycosyl hydrolase enzymes capable of breaking up

Table 2

Multiplicity of PGHs encoded by 43 Firmicutes species
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PGHs belonging to each of the five classes (N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase, N-acetylglucosaminidase, N-acetylmuramidase, endopeptidase and carboxypep-

tidase) were searched for within the genomes of 7 Bacillus, 8 Clostridium, 2 Enterococcus; 9 Lactobacillus; 1 Lactococcus lactis, 1 Leuconostoc mesenteroides, 3

Listeria; 4 Staphylococccus and 9 Streptococcus species. Genera are abbreviated as follows: B., Bacillus; C., Clostridium; E., Enterococcus; Lb., Lactobacillus; L.,

Lactococcus; Lc., Leuconostoc; Ls., Listeria; St., Staphylococccus; S., Streptococcus. ND¼ not determined.

Fig. 3. Domain architecture of cell-separating PGHs. Modular structure of PGHs demonstrated to be involved in the process of separation of daughter cells. Protein

identifiers are given as EMBL/GenBank accession number. For more information about the cell wall binding domains, see Pfam using the following accession

numbers: LysM (PF01476), SH3_3 (PF08239), CW_binding_1 (PF01473) and GBS_Bsp_like (PF08481). Small black boxes on the N-termini indicate signal

peptides predicted by the SignalPHMM server [3] (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/).
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oligosaccharides in its environment to provide carbon sources
[11]. In addition, PGH-associated domains were also demon-
strated to play roles other than binding to the cell surface.
Thus, the YSIRK-G/S domain of Staphylococcus protein A
is not essential for anchoring to the cell surface, but is required
for efficient protein A secretion [1].

5. High interspecific variability of PGH number

In silico analysis revealed the presence of multiple PGH-
encoding genes within each Firmicutes genomes except for
those of Mycoplasma bacteria deprived of peptidoglycan. As

described in Table 2, every genome encodes at least one
(and often several) PGHs of each class. One remarkable
feature is the intergeneric disparity of the PGH number
between strains. The lactic acid bacteria Streptococcus and
Lactobacillus are characterized by a relatively small number
of PGHs. In contrast, Bacillus and Clostridium are better
supplied. In general, bacteria displaying a complex life cycle
encode numerous PGHs.

Why this need for so many PGHs? The huge number of PGHs
probably reflects the plurality of their functions, since they
participate in numerous biological processes. These include
cellular growth and division that require cell wall expansion,

Table 3

Streptococcus PGHs potentially involved in daughter cell separation

Protein (Gene) name Accession number Predicated activity Modular structure Size

(aa)

SP

Streptococcus agalactiae

SAM_0643 ZP_00787586 N-acetylglucosaminidase and/or

N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

466 ND

Streptococcus downei

atlh BAF76789 N-acetylmuramidase 879 þ

Streptococcus dysgalactiae

/ ABV55414 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

and/or Endopeptidase

489 ND

Streptococcus gordinii
orfO AAN64579 N-acetylmuramidase 1366 þ
SGO_2094 YP_001451342 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

or Endopeptidase

549 þ

Streptococcus intermedius

orf1 BAB61101 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

or Endopeptidase

226 þ

Streptococcus mitis

lytB CAI34856 N-acetylglucosaminidase 568 þ

Streptococcus ratti
/ BAB88829 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

or Endopeptidase

125 ND

Streptococcus pyogenes
/ AAU29461 N-acetylglucosaminidase and/or

Endopeptidase

398 ND

Streptococcus sanguinis

SSA_0304 YP_001034311 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

or Endopeptidase

221 þ

SSA_0036 YP_001034053 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

or Endopeptidase

649 þ

SSA_0164 YP_001034175 N-acetylglucosaminidase and/or

Endopeptidase

479 þ

Streptococcus sobrinus
atlg BAF76791 N-acetylmuramidase 863 þ

Streptococcus suis

SSU98_1309 YP_001200867 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 1035 þ
SsuiDRAFT_1874 ZP_00876248 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

or Endopeptidase

304 þ

PGHs displaying one or several of the following catalytic domains, ‘‘CHAP, NLPC/P60, amidase, glyco-hydro_25 and glucosaminidase’’ were selected. These

domains were encountered in the previously described cell-separating enzymes. Protein activity was predicted according to the potential enzymatic activity of

its catalytic domain(s).

Proteins identifiers are given as EMBL/GenBank accession number. The proteins were submitted to a search for additional domains using the Pfam database (http://

www.sanger.ac;uk/Software/Pfam/) [21] and for signal peptide (SP) using the SignalPHMM server (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/) [3]. For more information

on cell wall binding domains, see Pfam using the following accession numbers: LysM (PF01476), GBS Bsp-like (PF08481), CW_binding_1 (PF01473) and SH3_5

(PF08460). ND¼ not determined.
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peptidoglycan turnover, recycling and maturation and daughter
cell separation [66,67,72]. However, PGHs are also involved in
cell lysis and peptidoglycan remodelling in response to environ-
mental factors [34,65,67]. In addition, some PGHs are required
for cellular differentiation. In B. subtilis, several PGHs (LytC,
CwlC, CwlD, CwlJ, SleB) have been implicated in spore forma-
tion and germination [5,31,46,47,55,63,68]. There is also
evidence that some PGHs contribute to the pathogenicity of
Gram-positive bacteria either by facilitating release of potent
pro-inflammatory agents such as cell wall components or toxins
[9,13,18] or by mediating bacterial adherence [36,44]. Finally,
other roles have been attributed to PGHs, such as motility,
competence at genetic transformation and protein secretion
(for a review, see Ref. [67]).

Moreover, there is also intragenic disparity in the PGH
number that possibly reflects the different biological properties
(virulence, competence, motility, etc.) of the species.

6. Cell-separating PGHs are species-specific

Although the process of daughter cell disconnection remains
to be investigated, PGHs have been demonstrated to be key
actors in this process [8,14,24,26,31,41,42,51]. Fig. 3 schema-
tizes all cell separation enzymes identified thus far within the
Firmicutes: they are all PGHs. Most are composed of a unique
CHAP, NLPC/P60 or a glucosaminidase (more rarely glyco-
l_hydro_25) catalytic domain (Fig. 3), and of several identical
copies of a cell wall binding domain. The most frequent binding
domain is LysM, sometimes GBS Bsp-like, CW_binding or
SH3 that probably drive the protein at a specific location. Cell
disconnecting enzymes present, as a common characteristic,
a location restricted to the site for cell separation
[14,24,33,69,76,78]. The targeting of PGHs to their specific
location is probably an essential factor for avoiding cell lyses
while assuming daughter cell disconnection.

Another interesting aspect is that each cell-separating
enzyme is encoded only by a small group of related bacteria
and is, in most cases, species-specific. For instance, Cse is
encoded by S. thermophilus and absent from pathogenic strep-
tococci. Cell separation of S. pneumoniae is assumed by LytB
[26] and that of S. mutans by Aml [80], with the presence of
both enzymes restricted in one species. Why were distinct
PGH genes recruited in distinct species?

One explanation for the need for species-specific PGHs is
that distinct species would have different cell wall composition
at the poles, thus necessitating the action of distinct cell-sepa-
rating enzymes. Recruitment of species-specific cell-separating
enzymes would therefore allow each bacterial species to specif-
ically control the length of its chains without interfering with
that of other bacteria. The strong substrate specificity of Aml
that selectively lyses S. mutans and S. sobrinus but no other
oral streptococci is in favor of this hypothesis [80].

7. Concluding remarks

To identify potential cell-separating enzymes encoded by
Streptococcus genomes, all genes encoding catalytic and

binding domains characteristic of these proteins were retrieved
and are presented in Table 3. Few candidates were recovered
with, as expected, at least one per genome (Table 3). Of
course, this list is not exhaustive and further experimental
evidence will be useful to determine the exact biological func-
tion of the candidates. Nevertheless, these data confirm the
diversity of cell-separating enzymes recruited by Streptococci.
Moreover, most of the candidate genes were found in a unique
species, corroborating species specificity.
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• 2006 : Congrès nationale, 14ème Colloque du Club des Bactéries Lactiques à Paris 
 

Implication des domaines LysM, CHAP et de la région centrale du gène cse dans l’activité de 
séparation cellulaire de Streptococcus thermophilus. 

Séverine Layec, Frédéric Borges, Bernard Decaris et Nathalie Leblond-Bourget. 
Communication orale. 

 
Streptococcus thermophilus est une bactérie lactique qui se développe en chaînette de cellules. Un 
gène chimérique et polymorphe, cse (cell segregation) a été identifié chez S. thermophilus. Chez la 
souche CNRZ368, il code une protéine extracellulaire de 461 acides aminés qui est impliquée dans la 
ségrégation cellulaire.  
Cette protéine possède :  

- à son extrémité N-terminale, un domaine putatif de liaison au peptidoglycane, précédé d’une 
séquence signale de 28 acides aminés permettant son exportation ; 

- une région centrale polymorphe riche en motifs répétés; 
- à son extrémité C-terminale, un domaine catalytique CHAP (Cysteine Histidine dependent 

Aminohydrolase/Peptidase), présent au sein de nombreuses hydrolases du peptidoglycane. 
La particularité de la protéine Cse, est sa structure chimérique. En effet, son extrémité N- terminale est 
homologue de celle de la protéine SIP (Surface Immunogenic Protein) de S. agalactiae, alors que son 
extrémité C-terminale est homologue à celle de la protéine PcsB de S. thermophilus. De plus, la région 
centrale de Cse ne présente aucune similarité avec les séquences contenues dans les banques de 
données. L’ensemble de ces résultats suggère que la création du gène cse résulterait d’un mécanisme 
de réarrangement de domaines qui aurait conduit à sa formation au sein de l’espèce S. thermophilus. 
La nature chimérique de cse, pose la question du rôle de chacun de ces domaines. La délétion des 
domaines LysM et CHAP du gène cse chez la souche CNRZ368 a révélé un phénotype « longue 
chaîne de cellules » mettant ainsi en évidence leur importance dans l’activité de ségrégation cellulaire. 
De plus, la délétion de la région centrale conduit à une réduction, mais non à une inhibition totale, 
suggérant qu’elle n’est pas essentielle à l’activité de ségrégation cellulaire. Le rôle de cette région est 
méconnu, son polymorphisme suggère une évolution rapide de ce gène pouvant jouer un rôle dans 
l’adaptation aux conditions environnementales, et en particulier sur l’adhésion de S. thermophilus aux 
surfaces biotiques et abiotiques. 
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Le gène cse code une hydrolase du peptidoglycane indispensable à la séparation des cellules de 
Streptococcus thermophilus. 

Séverine Layec, Joëlle Gérard, Valérie Legué, Christine Delorme, Bernard Decaris et Nathalie 
Leblond-Bourget. 

Communication orale. 

 
Streptoccus thermophilus est une bactérie lactique qui se développe en chaîne de cellules.  
La séparation des cellules de S. thermophilus est assurée par le gène cse (cell separation) qui code une 
protéine modulaire résultant d’un réarrangement de domaines [1]. A son extrémité C-terminale, Cse 
possède un domaine catalytique putatif, CHAP (Cysteine Histidine dependent 
Aminohydrolase/Peptidase), présent au sein de nombreuses hydrolases du peptidoglycane [2].  
Dans cette étude, l’activité catalytique de la protéine Cse a été démontrée par zymogramme et celle-ci 
est conférée par le domaine catalytique CHAP. A son extrémité N-terminale, Cse possède un domaine 
putatif de liaison au peptidoglycane LysM suggérant que Cse soit une protéine de surface. La 
localisation de Cse par immunofluorescence et par microscopie électronique à transmission a été 
étudiée. Cse est localisée à des sites spécifiques de séparation cellulaire : les septa matures.  
Ainsi, le gène cse code une hydrolase du peptidoglycane qui interviendrait dans une des dernières 
étapes  de la séparation cellulaire de S. thermophilus. 
De plus, la présence du gène cse a été recherchée dans les génomes des streptocoques par analyse in 
silico et par PCR. Les résultats ont montré que cse est spécifique de S. thermophilus et que celui-ci 
serait apparu récemment dans le groupe salivarius. Par ailleurs, l’évolution rapide du gène cse suggère 
que celui-ci jouerait un rôle dans l’adaptation de S. thermophilus aux conditions environnementales, et 
en particulier sur l’adhésion de S. thermophilus aux surfaces biotiques et abiotiques.  
 
Mots clés: Hydrolase du peptidoglycane, protéine de surface, septum mature, séparation cellulaire, 
Streptococcus thermophilus 
 
Références:  
[1] Frédéric Borges, S., Layec, A., Thibessard, A., Fernandez, B., Gintz, P., Hols, B., Decaris, N., Leblond-bourget, 
2005. cse, a chimeric and variable gene encodes an extracellular protein involved in cellular segregation in 
Streptococcus thermophilus. Journal of Bacteriology 187, 2737-2746.  
[2] Séverine Layec, B., Decaris, N., Leblond-Bourget, 2008. Characterization of proteins belonging to the 
CHAP-related superfamily within the Firmicutes. JMMB (sous presse) 
 



 



 



 



 

 
 

Résumé 
 
 
 
 

Le gène cse est le premier exemple de création récente d’un gène chimérique et fonctionnel 
apparu au cours de l’évolution du génome de Streptococcus thermophilus. Le gène cse résulte d’un 
réarrangement spontané de modules ayant permis d’associer le module LysM de sip avec le module 
CHAP de pcsB. La présence de régions de faible complexité, dans les gènes pcsB et sip, aurait favorisé 
la création du gène cse chez S. thermophilus. Ainsi, ces régions de faible complexité ont été définies 
comme étant le siège des bornes du réassortiment de modules. 

 
Le gène cse code la protéine majeure de la séparation cellulaire de S. thermophilus. Son 

inactivation conduit à un phénotype drastique avec des chaînes de cellules 10 à 100 fois plus longues 
que celles de la souche sauvage. Ce travail a permis de montrer que cse code une endopeptidase 
agissant au niveau des septa matures des cellules de S. thermophilus. Ainsi, la séparation cellulaire est 
un processus actif nécessitant l’action ciblée d’hydrolases du peptidoglycane pour disjoindre les 
cellules filles. Les données bibliographiques ainsi que ce travail indiquent que les enzymes de 
séparation cellulaire sont très diverses. Et de façon plus étonnante, ces enzymes sont spécifiques 
d’espèces, notamment au sein du genre Streptococcus. Quelle peut-être la nature des pressions de 
sélection qui s’exerce sur la diversité et la spécificité des enzymes de séparation cellulaire ? 
 

Le gène cse spécifique de S. thermophilus suggère que sa sélection confère un avantage 
adaptatif à S. thermophilus. Le fait que cse soit impliqué dans la séparation cellulaire et par 
conséquent, ait un impact sur la longueur des chaînes de cellules, amène à s’interroger sur l’impact de 
la longueur des chaînes de cellules sur la valeur adaptative de S. thermophilus, et notamment dans son 
éventuelle action probiotique. 
 
 
 
 
Mots clés : 
Streptococcus thermophilus, cse, Réassortiment de modules, fonction nouvelle, hydrolase du 
peptidoglycane, septum mature, séparation cellulaire.  
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