
 
 

Université de Montréal 

 

 

Caractérisation moléculaire du système de recombinaison XerH/difH chez 

Campylobacter jejuni 

 

Par 

Amal Benmohamed 

 

Département de microbiologie, infectiologie et immunologie 

 Faculté de Médecine 

 

 Mémoire présenté 

 en vue de l’obtention du grade de Maîtrise ès Sciences (M. Sc.) 

 en microbiologie et immunologie 

 

 

Août,2021 

 

© Amal Benmohamed, 2021 

 

 





 
 

 

Université de Montréal 

Département de microbiologie, infectiologie et immunologie, Faculté de Médecine 

 

 

Ce mémoire intitulé 

 

Caractérisation moléculaire du système de recombinaison XerH/difH chez  

Campylobacter jejuni 

 

 

Présenté par 

Amal Benmohamed 

 

 

A été évalué par un jury composé des personnes suivantes 

 

Marylise Duperthuy 
Président-rapporteur 

 
George Szatmari 

Directeur de recherche 
 

Philippe Fravalo 
Membre du jury 

 
 
 



 
 

ii 
 

Résumé 

  Chez les bactéries à chromosomes circulaires, le crossing-over introduit par la 

recombinaison homologue peut conduire à des échanges de chromatides sœurs. Des nombres 

impairs de ces échanges aboutissent à la dimérisation des deux chromatides nouvellement 

répliquées compromettant ainsi leur ségrégation. Par conséquent, la plupart des bactéries 

utilisent le système de recombinaison spécifique de site Xer pour convertir les dimères de 

chromosomes et de plasmides en monomères stables. 

 Ce système comporte deux recombinases de la famille Tyrosine recombinase, XerC et XerD, 

agissant sur le site dif. Cependant, quelques ε-protéobactéries n’ont besoin que d'une seule 

recombinase XerH agissant sur un site difH. Il parait intéressant d’étudier le système de 

recombinaison XerH de Campylobacter jejuni, surtout que l'augmentation spectaculaire de 

l'incidence de campylobactériose est alarmante. Cette étude vise à mieux comprendre comment 

la protéine XerH catalyse la réaction de recombinaison au niveau du site difH en mettant en 

évidence les séquences indispensables pour la liaison et le clivage. Grâce à ces expériences, nous 

avons pu confirmer que XerH est capable de se lier à la séquence entière difH; XerH est capable 

de cliver les deux brins supérieurs et inférieurs de difH avec une réaction plus efficace au niveau 

du brin inférieur; les nucléotides conservés du site de liaison sont indispensables pour la réaction 

de liaison; la modification de la longueur de l’espaceur améliore la réaction de liaison et de clivage 

et les modifications apportées au site de clivage prédit ont aboli la réaction de liaison et affecté 

la réaction de clivage au niveau du brin supérieur et inférieur du site difH.  

Ces expériences aideront à comprendre comment la recombinase XerH/difH contrôle la 

résolution des dimères chromosomiques chez Campylobacter jejuni en identifiant les séquences 

et les facteurs indispensables pour qu’un certain système soit fiable. Notre étude représente un 

pas vers l’avant pour comprendre un mécanisme important chez un agent pathogène ayant un 

grand impact sur la santé publique. 

Mots-clés : Recombinaison spécifique de site, XerH, XerC/XerD, difH, Tyrosine recombinases, 

Campylobacter jejuni
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Abstract 

In bacteria with circular chromosomes, cross-over induced by homologous recombination can 

lead to sister chromatid exchanges, odd numbers of these exchanges result in dimerization of the 

two newly replicated chromatids compromising their segregation. Therefore, most bacteria use 

the Xer site-specific recombination system to convert chromosomal and plasmid dimers into 

stable monomers. 

 This system involves two recombinases of the Tyrosine recombinase family, XerC and XerD, 

acting at the dif site. However, some ε-proteobacteria require only one XerH recombinase acting 

on a difH site. It seems interesting to study the XerH recombination system of Campylobacter 

jejuni, especially since the dramatic increase in the incidence of campylobacteriosis is alarming. 

This study aims to better understand how the XerH protein catalyzes the recombination reaction 

at the difH site by identifying the sequences required for binding as well as the factors regulating 

this reaction. As a result of these experiments, we were able to confirm that XerH is able to bind 

to the entire difH sequence; it is able to cleave both the top and bottom strands of difH with a 

more efficient reaction at the bottom strand; The conserved nucleotides in the binding site are 

essential for the binding reaction, modification of the spacer length improves the binding and 

cleavage reaction, and modifications in the predicted cleavage site abolished the binding reaction 

and affected the cleavage reaction at both the top and bottom strands of the difH site..   

These experiments will help to understand how the XerH/difH recombinase controls the 

resolution of chromosomal dimers in Campylobacter jejuni by identifying the essential sequences 

and factors required for a certain system to be reliable. Our study represents a step forward in 

understanding an important mechanism in a pathogen with great impact on public health. 

Keywords : Site-specific recombination, XerH, XerC/XerD, difH, Tyrosine recombinases, 

Campylobacter jejuni. 
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Revue de littérature 

Contraintes de circularité du chromosome bactérien et 

instabilité du génome 

 

1. Généralités  

La première démonstration de la nature circulaire du chromosome d'Escherichia coli (E.coli) a 

été faite par François Jacob et Elie Wollman dans les années 1960 (1). Depuis ce temps, la richesse 

des informations acquises par les études génomiques a montré que la circularité des 

chromosomes constitue un élément standard chez les bactéries et les archées(2). Le plus souvent, 

les bactéries possèdent un chromosome circulaire unique. Mais certaines d’entre elles en 

possèdent plusieurs (10% ont plus d'un chromosome qui sont généralement circulaires, mais dans 

certains cas linéaires)(3–5). 

Les chromosomes bactériens sont complexes et dynamiques, deux caractéristiques qui donnent 

de la flexibilité au génome (6). Ils possèdent une origine de réplication unique oriC où la 

réplication commence. DnaA (protéine impliquée de façon centrale dans l'initiation de la 

réplication de l'ADN chromosomique et mini-chromosomique sur oriC et semble être importante 

dans le contrôle du timing de l'initiation du cycle cellulaire. Son rôle a été résumé comme étant 

un facteur de transcription qui, selon l'emplacement du promoteur du gène cible, peut servir 

comme activateur, répresseur ou terminateur de transcription(7,8)) se lie à cette origine de 

réplication et stimule l'assemblage du réplisome (une machinerie moléculaire multiprotéique 

responsable de la réplication de l'ADN. Il est composé de plusieurs protéines spécialisées ayant 

chacune des activités enzymatiques spécifiques. En particulier, l'hélicase déroulant l'ADN double 

brin et l'ADN polymérase catalysant la synthèse de l'ADN (9,10)). Au cours de la réplication, les 

fourches de réplication progressent le long des bras de réplication de manière bidirectionnelle. 

Cependant, cette réplication est asymétrique. Elle est, en effet, continue sur l’un des deux brins 
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d’ADN ou « leading strand » (celui dans l’orientation 3’→ 5’) et est discontinue sur le deuxième 

brin ou « lagging strand » (sens 5’→ 3’) (11). Puisque le chromosome est circulaire, les deux 

fourches de réplication se rencontrent dans une région terminale située à l’opposé de l’oriC et 

entourée de séquences ter. Ces séquences, en conjonction avec la protéine terminatrice de 

réplication (Tus), arrêtent les fourches de réplication pour synchroniser leur arrivée au même 

moment et au même endroit(12–15). 

2. Contraintes de circularité du chromosome bactérien 

Barbara McClintock a été la première à décrire les problèmes de ségrégation dus à la 

circularité des chromosomes lors de ses études sur la variabilité du maïs (16). Deux menaces 

topologiques majeures, impliquées dans l’instabilité du génome bactérien et qui visent la 

ségrégation de l'information génétique, pourraient être causées par la circularité de l'ADN au 

moment de la division cellulaire : la caténation et la formation de multimères (Figure1)(2). Les 

caténanes sont deux molécules circulaires entrelacées. Chez E. coli , elles sont majoritairement 

dissociées par l'action d'une topoisomérase de type II, Topo IV, qui introduit une cassure double 

brin dans l'un des deux segments, pour séparer une molécule de l’autre(17). Cependant, dans le 

cas des chromosomes circulaires, un nombre impair d’évènements de crossing-over provoqué par 

la recombinaison homologue au niveau des fourches de réplication bloquées ou cassées génère 

des chromosomes circulaires dimères (18). Ce phénomène se produit environ une fois toutes les 

six générations (10 à 15 % de la population) chez E. coli. Les dimères de chromosomes non résolus 

empêchent la fermeture correcte du septum de division cellulaire. Dans la plupart des cas ces 

dimères sont létaux puisqu’ils induisent la filamentation de la bactérie. Les multimères de 

plasmides non résolus diminuent le nombre de copies indépendamment ségrégées au moment 

de la division cellulaire ce qui affecte leur stabilité (19–21).  

Afin d’assurer une ségrégation chromosomique efficace et une division cellulaire correcte, les 

bactéries et les archées ont surmonté cette menace majeure par deux principaux mécanismes : 

le premier consiste à minimiser les événements de crossing-over, et le second à régler le 

problème de formation de dimères (12). La résolution des molécules dimériques est catalysée par 

la recombinaison spécifique de site par l'action des recombinases, qui sont des enzymes 
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responsables de la coupure et de la réunion de sites spécifiques sans avoir besoin de synthèse 

d'ADN ou de cofacteurs à haute énergie : il s’agit du système Xer (Chromosomally Encoded 

Recombinases) qui ajoute un évènement de crossing-over, immédiatement avant la division 

cellulaire, dans une région spécifique appelée dif (Deletion-Induced Filamentation)(12,22,23). 

 

Figure 1. –  Résolution des dimères de chromosomes et décaténation d’une paire de chromosomes 

(D’après (2)) 

Les cercles violets et roses représentent les chromosomes frères circulaires. La Topo IV résout les 

caténanes. Le système Xer résout à la fois les caténanes et les dimères  
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Résolution des dimères de chromosomes par le système Xer/dif 

1. Généralités  

La recombinaison spécifique de site agit sur de courtes séquences d’ADN spécifiques, 

appelées sites de recombinaison, où l’échange d’ADN se produit selon trois sortes de 

réarrangements de l’ADN selon l’orientation et la direction des deux sites de recombinaison 

(Figure 2) : La recombinaison entre deux sites portés par deux molécules circulaires 

indépendantes aboutit à leur intégration. La molécule circulaire nouvellement formée porte le 

site spécifique en deux exemplaires en orientation directe. La réaction de recombinaison inverse 

entre ces deux sites produit une excision et les deux molécules circulaires initiales sont restaurées 

(Figure 2A). La recombinaison entre deux sites portés par une seule molécule circulaire dans des 

orientations opposées produit une inversion (Figure 2B). L’intégration correspond à une réaction 

intermoléculaire alors que l’excision et les inversions sont des réactions intramoléculaires. Les 

recombinases spécifiques de site peuvent également catalyser la recombinaison entre deux 

molécules d’ADN linéaire, ce qui donne naissance à deux molécules d’ADN linéaire chimérique 

(Figure 2C) (21,22).  
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Figure 2. –  Les différents produits de la recombinaison spécifique de site. © C. Badel, V. Da Cunha, 

2021, reproduit avec permission.  

Les rectangles rouges et bleus correspondent aux sites de recombinaison spécifiques. Avec des molécules 

d’ADN circulaires comme substrats, le résultat de la recombinaison peut être (A) l’intégration et l’excision 

ou (B) l’inversion, selon la position relative des deux sites spécifiques. (C) La recombinaison entre deux 

molécules d’ADN linéaire donne lieu à deux molécules d’ADN linéaire chimériques. 

 

Toutes les recombinases spécifiques de site connues sont classées en deux familles non 

apparentées en fonction du résidu d’acide aminé qui forme une liaison covalente entre la 

protéine et un phosphate au niveau du site de clivage de l’ADN : les recombinases à tyrosine, 

également connues sous le nom de la famille des λ intégrases, et les recombinases à sérine, 

également connues sous le nom de famille des résolvases/invertases. Les membres de ces deux 

familles sont largement répandus dans les bactéries (23,24). 

En premier lieu, les recombinases à tyrosine et à sérine suivent les mêmes étapes au cours de la 

réaction de recombinaison. Deux monomères d’une recombinase se lient spécifiquement à un 
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site de recombinaison défini, puis ces deux sites liés sont rassemblés pour former un complexe 

synaptique tétramérique. La recombinase clive et relie l’ADN, ce qui donne naissance à des sites 

d’ADN recombinés au sein du complexe synaptique (25,28). Les sérines recombinases, agissent 

sur un site de recombinaison où seulement 2 pb séparent les sites de clivage des brins supérieurs 

et inférieurs et les clivages se produisent simultanément pour créer une cassure double brin, 

tandis que les tyrosines recombinases effectuent un processus de clivage et de jonction en deux 

étapes là où les sites de clivage sont séparés de 6 à 11 pb. Cependant, les mécanismes employés 

par les deux familles de recombinases sont très différents. Les recombinases à tyrosine sont 

divisées selon la directionnalité de la recombinaison : recombinases unidirectionnelles ou 

bidirectionnelles alors que les sérine recombinases sont divisées en fonction de leur taille : petites 

ou grandes recombinases. Malgré ces différences, les deux familles de recombinases produisent 

des produits de recombinaison équivalents et hautement spécifiques et leurs membres sont donc 

impliqués dans des fonctions biologiques similaires (25,29). 

Les recombinases à tyrosine sont généralement présentes chez les procaryotes, mais 

également chez les archées et même chez les eucaryotes (23). Leur nom vient du fait qu’ils 

utilisent une tyrosine pour générer une cassure du brin d’ADN, qui est essentielle dans le 

processus d’échange de brins. Elles se distinguent par un domaine catalytique hautement 

conservé au niveau de sa séquence et de son repliement et par une moindre identité en dehors 

du domaine catalytique (22,30,31).  

 

2. Mécanisme de résolution des dimères de chromosomes par Xer 

Le mécanisme de résolution des dimères de chromosomes a été initialement identifié en 1984 

lors de l’étude de la stabilité du plasmide ColE1 chez E. coli .(32). Il a été découvert que des 

multimères de plasmides étaient convertis en monomères afin d'assurer une bonne ségrégation 

entre les deux cellules filles qui naissent de la division cellulaire. Le gène xerC a été identifié chez 

E.coli comme codant la première protéine responsable de la recombinaison spécifique de site sur 

cer lors de la recherche de mutants défectueux pour cette résolution des multimères (33). 

Quelques années après, une seconde recombinase similaire à XerC, nommée XerD, a été 
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découverte. Les deux recombinases fonctionnent généralement en tant qu’hétérotétramère (34). 

Les recombinases de la famille Xer peuvent être trouvées chez la majorité des bactéries à 

chromosomes circulaires (23), et leurs mutations montrent des phénotypes cohérents avec 

l'incapacité de résoudre les dimères de chromosomes (34,35). En outre, chez certaines espèces, 

les mutations des gènes xer sont associées à des phénotypes inexpliqués (par exemple, le manque 

de viabilité des mutants XerD chez Staphylococcus aureus), ce qui suggère que les recombinases 

Xer pourraient jouer des rôles supplémentaires dans d'autres processus cellulaires (36). Il est 

également intéressant de noter que les recombinases Xer sont les seules recombinases 

spécifiques de site identifiées à ce jour qui sont essentielles à la croissance bactérienne et qui ont 

une fonction clairement associée à la maintenance des chromosomes (37). 

La pertinence de ce système pour une bonne ségrégation de chromosomes est soutenue par son 

haut degré de conservation chez les bactéries et les archées. Le complexe Xer est considéré 

comme l'une des caractéristiques structurelles les plus conservées dans les cellules contenant des 

chromosomes circulaires(23,38).  

Le processus de recombinaison Xer a été largement étudié chez E. coli et est assuré par les deux 

protéines, appartenant à la famille des recombinases à tyrosine et étroitement liées (37 % 

d'identité de séquence), XerC et XerD (34). Les deux protéines font 298 aa chacun et agissent sur 

une séquence d'ADN de 28 pb (site dif), située dans la région ter. Le complexe synaptique 

XerCD/dif est formé de deux sous-unités XerC et deux XerD respectivement liées au deux sites dif 

(12). Les orthologues des recombinases XerC et XerD d'E. coli sont facilement identifiés dans le 

génome de la plupart des bactéries qui portent des chromosomes circulaires. Lorsque c'est le cas, 

une séquence dif peut presque toujours être prédite sur chacun des chromosomes circulaires de 

la bactérie en fonction de son homologie avec la séquence dif d'E. coli  (5,38) . Les gènes xerC, 

xerD et dif sont invariablement codés dans différentes régions du génome, ce qui suggère que le 

système Xer est apparu tôt dans l'évolution des bactéries (5,23,38,39). Cependant, le mécanisme 

de résolution des dimères XerCD/dif n'est pas universel, des informations limitées sur la structure 

de quelques recombinases à tyrosine ont révélé un repliement du domaine catalytique conservé 

(40), facilitant l'analyse des données expérimentales et permettant le développement d'un 

modèle général pour les recombinases Xer constitué de ; XerD, XerH, XerA , et d'autres 
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recombinases à tyrosine apparentées comme Cre, l'intégrase HP1, FLP et l'intégrase λ (37,41–49). 

Ces recombinases ne dérivent pas les unes des autres, mais peuvent toutes être regroupées avec 

XerC et XerD dans l'arbre phylogénétique des tyrosine recombinases (Figure 3)(23). 

 

 

Figure 3. –  Analyse phylogénétique des recombinases XerC, XerD, XerH et XerS. © C. Carnoy, C.A. 

Roten, 2009, reproduit avec permission. 

 La phylogénie a été bâtie en utilisant la méthode « Neighbor-Joining »(50). L'alignement des séquences 

d'acides aminés (avec Clustal W) et les analyses phylogénétiques ont été réalisés dans MEGA4(51). Les 

distances évolutives ont été calculées en utilisant la méthode de correction de Poisson. La taille des 

recombinases (en acides aminés) est indiquée sous le nom de la recombinase, entre parenthèses. 

 

Le site dif d'E. coli est divisé en deux demi-sites de 11 pb qui partagent une symétrie dyadique 

partielle, et qui sont reliés par une région centrale de 6 pb qui définit les positions de clivage et 

d'échange des brins (52). L'étape initiale de la recombinaison spécifique de site effectuée durant 

la résolution des dimères nécessite la formation d'un complexe synaptique constitué d'un 
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complexe protéine/ADN tétramérique (quatre protomères de recombinases à tyrosine) et deux 

duplex de sites de recombinaison. Une fois le complexe synaptique formé, deux protomères 

opposés et activés clivent le brin d'ADN de chaque duplex du site de recombinaison. Cela se 

produit lorsque le groupe hydroxyle de la tyrosine nucléophile attaque le phosphate scissile dans 

la région centrale pour former un intermédiaire 3′ phosphotyrosyle et une extrémité 5'-hydroxyle. 

Cet intermédiaire conserve l'énergie provenant du clivage du lien phosphodiester pour effectuer 

le premier échange de brin. Le 5′-hydroxyle récemment formé attaque la liaison 3′ 

phosphotyrosyle située sur le site partenaire pour resceller les cassures de brins en créant un 

intermédiaire de jonction de Holliday (HJ). La formation et l'isomérisation du HJ entraînent 

l'activation de la seconde paire de sous-unités liée à l'autre moitié des sites de recombinaison et 

l'inactivation de la première paire de sous-unités. La seconde paire de sous-unités clive alors, 

échange et rejoint la seconde paire de brins par le même mécanisme que celui précédemment 

décrit ; ce second clivage permet la résolution de la HJ-intermédiaire et aboutit à la formation de 

l'ADN recombinant (Figure 4B) (48,53). Ce processus implique que les paires spécifiques de 

recombinases et/ou les sites actifs sont continuellement activés et désactivés pour synchroniser 

quand et comment la recombinaison se déroule. Cette coordination dépend des interactions 

allostériques entre les recombinases et des facteurs externes imposés au complexe synaptique 

(54–56). En ce qui concerne le système XerCD/dif, XerC initie normalement la catalyse d'une paire 

de brins d'ADN pour former l'intermédiaire HJ sans résolution subséquente par XerD.  Par 

conséquent, les HJ sont rapidement reconvertis pour retrouver le réarrangement d'origine de 

l'ADN. Cette première interaction avec XerC est fonctionnellement active lors de l'intégration de 

certains bactériophages qui utilisent la recombinaison Xer pour intégrer leurs génomes dans le 

site dif de leurs hôtes ou lors de la résolution de multimères de plasmides. En revanche, au cours 

de la résolution des dimères de chromosomes, les complexes XerCD/dif pré-synapsés favorisent 

l'activation de XerD par la protéine FtsK pour assurer la médiation de l'échange du premier brin, 

générant un intermédiaire transitoire (XerD-HJ), une isomérisation ultérieure forme un 

intermédiaire XerC-HJ qui est rapidement résolu en ADN recombinant par XerC (Figure 

4A)(57,58). 
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Figure 4. –  Ségrégation des chromatides sœurs pendant la résolution des dimères de chromosomes 

chez E. coli. © F. Castillo, A. Benmohamed, G. Szatmari, 2017, reproduit avec permission. 

L'illustration représente la partie centrale d'une cellule en division lors des étapes finales de la ségrégation 

des chromosomes. (A) La fermeture du septum de division, le domaine moteur αβ de FtsKC (anneau 

hexamérique jaune), le domaine de liaison non structuré FtsKL (ruban bleu), les séquences KOPS et le 

complexe synaptique XerCD/dif sont indiqués. La concaténation empêche la migration correcte de la 
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chaîne d'ADN naissante ; les régions d'origine se déplacent vers leurs pôles cellulaires respectifs, mais le 

reste de l'ADN noué est étiré à travers et derrière le septum. (B) FtsKC se charge sur les séquences KOPS 

de manière orientée et se transloque vers les complexes XerCD/dif. La translocation de FtsK lui permet 

d'atteindre les complexes XerCD/dif et de les amener à proximité ; en conséquence, le sous-domaine γ de 

la région FtsKC active XerD (sphère orange) pour effectuer le clivage du premier brin. Ensuite, XerC (sphère 

verte) effectue le clivage du second brin, permettant la séparation des chromatides sœurs. (C) Illustration 

du mécanisme de recombinaison spécifique de site utilisé par les recombinases à tyrosine : Le groupe OH 

du résidu tyrosine actif attaque le phosphate scissile formant un intermédiaire 3′-covalent enzyme 

phosphotyrosyl-ADN et une extrémité 5′-hydroxyle libre. L'intermédiaire covalent est attaqué à son tour 

par l'autre extrémité 5'- pour inverser la réaction de clivage et obtenir un produit recombinant.  

 

3. Intervention de FtsK dans la résolution des dimères de 

chromosomes  

La ségrégation des chromosomes bactériens est régulée par de nombreux processus qui 

agissent à différents stades de la division cellulaire et au niveau de différentes régions du 

chromosome. Les bactéries possèdent des mécanismes de régulation qui garantissent que la 

formation du septum ne se produit qu'après l'élimination correcte des chromosomes du site de 

division(59–62). Néanmoins, il arrive que, dans certaines situations, notamment lorsque des 

dimères de chromosomes sont formés, le septum commence à s'assembler sur de l'ADN non 

ségrégué. Pour garantir que tout le matériel génétique est correctement évacué du site de 

division avant la fermeture du septum, les bactéries comptent sur l'action des ADN translocases 

(63), telle que la protéine FtsK. 

FtsK (Filamentous Temperature-Sensitive cell division protein K), codée par un gène essentiel, le 

gène ftsK, est une protéine multifonctionnelle de 1329 acides aminés (chez E.coli )(Figure 5). Elle 

fait partie de la superfamille des AAA+ (ATPase Associated with various Activities) et plus 

particulièrement de la sous-famille des translocases d'ADN double brin FtsK/SpoIIIE/TraSA 

(64,65). Il s’agit d’une translocase d'ADN associée au septum de division, qui coordonne la 

ségrégation de chromosomes et la division cellulaire lorsque l'organisation chromosomique est 
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affectée (par exemple, formation de dimères de chromosomes, décaténation ou retard de 

réplication)(57,66–71). 

 

 

 

Figure 5. –  Représentation des domaines de la protéine FtsK de E.coli (D’après (72)) 

Les hélices transmembranaires du domaine N-terminal transmembranaire sont indiquées en bleu. Le 

domaine hélicase d'ATP C-terminal (FtsKC) est constitué de trois sous-domaines α (jaune), β (orange), et γ 

(rouge). 

 

La FtsK a été identifiée pour la première fois en 1995 grâce à des observations faites sur des 

cellules mutantes thermosensibles d'E. coli TOE44 (AB2497 ftsK44) qui avaient la capacité de 

former de longues chaînes cellulaires en raison de la substitution d'un seul acide aminé dans le 

domaine N-terminal (FtsKN). À cette époque, la FtsK était considérée comme participante à la 

formation des septums en tant qu'enzyme responsable de la modification du peptidoglycane(73). 

En 1998, Yu et al. ont démontré que l'inactivation de la région C-terminale de FtsK affectait la 

ségrégation chromosomique normale, ce qui cause la formation de longues chaînes cellulaires et 

ils ont détecté une répartition anormale de l'ADN dans certains mutants doubles ftsK1::cat minB 

de minicellules d'E. coli (74). Enfin, Steiner et al. (1999) ont découvert que la recombinaison 

spécifique de site au niveau du site dif nécessite la présence de FtsKC et que la résolution des 

dimères de chromosomes ne peut donc avoir lieu qu'en sa présence(75). 

Les ADN translocases FtsK/SpoIIIE ont une structure commune en trois domaines (76) : un 

domaine N-terminal situé au niveau de la membrane, une région carboxy-terminale soluble et un 
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linker central de longueur variable qui relie les domaines N- et C-terminaux. Le domaine N-

terminal peu conservé joue souvent le rôle de médiateur de fonctions non liées à la translocation 

de l'ADN, tandis que le domaine C-terminal forme un moteur de pompage, dépendant de l'ATP, 

de l'ADN (54,77–79). 

Le domaine N-terminal (FtsKN~ 279aa) est responsable de la fixation de la protéine à la membrane 

par le biais de quatre segments transmembranaires( Figure 5) (80,81). Il sert à localiser la protéine 

au niveau du septum et fait partie du divisome (le complexe multiprotéique qui orchestre la 

division cellulaire). Les cellules exprimant seulement FtsKN peuvent survivre, cependant, en 

absence de ce domaine, la machinerie de division ne peut pas s'assembler correctement au 

niveau de septum et par conséquent, les cellules présenteront un phénotype de filamentation 

typique des cellules E. coli incapables de se diviser (74,82,83). 

Le domaine de liaison FtsK (FtsKL) peu conservé chez les homologues de FtsK, s'étend du septum 

vers le cytoplasme, séparant FtsKN du domaine soluble C-terminal (FtsKC) (Figure 5). Sa longueur 

et sa composition varient selon les espèces, étant de ~650 acides aminés chez E. coli et la plupart 

des Protéobactéries, de ~200aa chez les Vibrios ou de ~125aa chez Pseudomonas (79,84,85). Ce 

linker était initialement considéré comme un simple espaceur, cependant, il est maintenant 

connu comme étant un élément nécessaire à l'établissement d'interactions essentielles entre 

FtsK et plusieurs autres composants du divisome. Les expériences réalisées par Bigot et al. (2004) 

ont démontré que les mutations ftsKL augmentaient les phénotypes de filamentation de manière 

encore plus importante que les mutants xer et que cette formation filamenteuse ne correspondait 

pas à des problèmes de résolution des dimères de chromosomes. Au contraire, on pensait qu'elle 

était due à un positionnement déficient de la protéine, réduisant la possibilité de contact entre 

FtsKC et la région DAZ (dif Activation Zone) du chromosome(86). Par la suite, Dubarry et al. (2010) 

ont révélé que différentes parties du domaine linker interagissent avec d'autres protéines du 

divisome telles que FtsQ, L, I et Z et que ces interactions contribuent à stabiliser l'ensemble du 

divisome au niveau du site de septation(84). Il est intéressant de noter qu'il a également été 

suggéré que le domaine FtsKL peut arrêter ou ralentir la division cellulaire pendant la résolution 

des dimères en raison de la déstabilisation des composants du divisome quand la protéine FtsKC 
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est attirée par l'ADN pendant la translocation, cette force peut séparer FtsZ et retarder la 

constriction du septum (76). 

En aval du linker se trouve le domaine FtsKC de ~500aa, hautement conservé chez la famille des 

ADN translocases et contient le moteur de translocation impliqué dans la ségrégation des 

chromosomes. Contrairement aux deux autres domaines, la région FtsKC soluble n'est pas 

nécessaire à la synthèse du septum. En revanche, elle joue des rôles importants pour promouvoir 

la résolution des dimères de chromosomes et écarter l'ADN du site de constriction (75,87,88). 

Chez E.coli, les délétions du domaine C-terminal entraînent l'apparition d'un phénotype 

correspondant à l'incapacité de résoudre les dimères de chromosomes (39,75). Conformément à 

ce phénotype, le domaine hélicase C-terminal FtsKC s'est avéré suffisant in vivo et in vitro pour 

assurer la recombinaison XerC/D au niveau du site dif d’E.coli (54,89). 

La FtsKC peut être subdivisée en trois sous-domaines séparés appelés α, β et γ (Figure 5) (90). Les 

domaines α et β forment l'anneau principal de l'hélicase et ils sont considérés comme le moteur 

de translocation en pompant l’ADN, alors que le domaine γ se révèle important pour la liaison de 

l'ADN et les interactions avec les recombinases Xer (79). D'autres études chez E.coli ont indiqué 

que seul le sous-domaine γ est nécessaire pour activer le clivage de XerD in vitro et in vivo, tandis 

que les sous-domaines α et β sont nécessaires pour maintenir la topologie correcte de l'ADN 

pendant la recombinaison XerC/D (69). 

Afin de s'assurer que pendant la recombinaison XerC/D au niveau du site dif chromosomique d’E. 

coli, seuls les produits de recombinaison souhaités sont produits, des paires spécifiques de 

monomères situés dans le complexe de recombinaison doivent être séquentiellement actives. 

Ceci est réalisé par l'activation spécifique de XerD par FtsK. Cette dernière est essentielle pour la 

division cellulaire chez E.coli, même si sa fonction dans la recombinaison Xer diffère selon les 

espèces bactériennes (91). De plus, l'interaction entre FtsK et XerD est considérée comme 

spécifique d'espèce, car l'homologue FtsK de Haemophilus influenza ne supporte pas la 

recombinaison XerC/D chez E. coli et vice versa (90). 

Le mécanisme de régulation exact de la recombinaison XerC/D par la protéine FtsK au niveau du 

site dif demeure mal connu. Il a été proposé que FtsK est guidée vers dif par des séquences 
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polaires orientant, les KOPS (FtsK-Orienting Polar Sequences). Les KOPS sont des répétitions 

d'ADN octamériques qui présentent une orientation biaisée dans une seule direction, avec un 

changement d'orientation dans la région terminale de réplication comme si elle pointait vers le 

site dif (92). FtsK se lie aux KOPS et, en raison de leur polarité, le domaine hélicase déplace l'ADN 

jusqu'à ce qu'il rencontre un site dif (Figure 4A)(68,93). Puisque FtsK est ancré au septum grâce à 

son domaine N-terminal, cela permet d'amener deux sites dif, un de chaque chromosome fille, 

vers le septum de division. À ce stade, les sites dif sont considérés comme étant liés chacun par 

un hétérodimère XerC/D et synapsés dans une conformation qui ne permet que le clivage 

improductif, la formation de HJ et sa résolution en substrats de pré-recombinaison par les 

monomères XerC (89). 

Grâce à un mécanisme inconnu, l'interaction avec FtsKγ remodèle le complexe synaptique pour 

permettre le clivage par XerD et la recombinaison productive peut alors avoir lieu. Dans 

l'ensemble, la régulation de la recombinaison XerCD/dif par FtsK assure l'unidirectionnalité du 

processus, le couplage spatial et temporel étroit de la division cellulaire avec la résolution du 

dimère de chromosome, et la localisation correcte du chromosome pour la ségrégation du 

génome après la recombinaison(72). 

Il a été démontré que FtsK est la plus rapide des ADN translocases connues, atteignant des 

niveaux de 17,5 ± 3,5 kb/s à 37 °C et présentant une force de l'ordre de 60 pN. En outre, cette 

protéine a démontré une étonnante capacité à déplacer, évincer ou contourner différents 

obstacles, en particulier les protéines liées à l'ADN telles que les ARN polymérases(65,68,94–96). 

De manière pertinente, May et al. (2015) ont démontré que la recombinaison du complexe 

synaptique XerCD/dif prend une seconde de plus que le temps de dissociation de FtsK (97). Par 

conséquent, ils ont suggéré que ce laps de temps peut fournir un contrôle régulateur pour la 

résolution des dimères, car les chromosomes concaténés reformeront les complexes synaptiques 

XerCD/dif chaque fois que la résolution échouera. Ainsi, de multiples ensembles d'hexamères FtsK 

entrant en collision à plusieurs reprises avec les complexes synaptiques XerCD/dif augmenteront 

la probabilité de générer des produits recombinants. Ce mécanisme de régulation garantit la 

formation de produits monomères pendant la translocation de l'ADN endommagé(12,97). 
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Gestion des dimères par les systèmes Xer/dif alternatifs  

1. Intervention du système Xer dans la résolution des dimères de 

plasmides 

Tout comme pour les chromosomes circulaires, la recombinaison homologue peut entraîner 

la multimérisation des plasmides et des autres ADN circulaires si un nombre impair de crossing-

over se produit entre les deux brins néo-répliqués. La formation du multimère a un impact sur 

tous les plasmides à faible nombre de copies, car ils interfèrent avec le système de partition et 

compromettent ainsi la transmission verticale des plasmides. Cela a également un impact sur les 

plasmides à nombre élevé de copies, car un dimère a deux fois plus de chances de se répliquer et 

les formes multimères se retrouvent donc accumulées dans la cellule. Par conséquent, la 

dimérisation des plasmides et leur multimérisation éventuelle ont été appelées la "catastrophe 

des dimères", à cause de leur effet destructeur sur les populations cellulaires (98,99). La 

catastrophe des dimères représente deux problèmes majeurs chez les bactéries : premièrement, 

la distribution inégale des plasmides entre les populations, en particulier les plasmides 

multicopies qui sont plus vulnérables à la perte de plasmides et deuxièmement la lourde charge 

métabolique causée par l'accumulation rapide de dimères dans l'hôte (98,100). Comme indiqué 

précédemment, une étude menée sur la stabilité du plasmide ColE1 présent dans E.coli a conduit 

à la découverte du gène xerC au cours d'un crible génétique qui visait à identifier la recombinase 

utilisée par ColE1 pour la résolution des multimères de plasmides. Des recherches ultérieures sur 

ColE1 et pSC101 ont permis de mieux comprendre ce système et ont conduit à l'identification des 

enzymes qui participent à la résolution des dimères par recombinaison spécifique de site dans 

d'autres plasmides d'E. coli et d'autres bactéries(33).  

De nombreux plasmides et phages disposent de leur propre mécanisme de recombinaison 

spécifique pour résoudre ces multimères, comme le phage P1 avec ses recombinases Cre, ou les 

recombinases Mrpa du plasmide SCP2 présent dans Streptomyces coelicolor(101,102). La plupart 

du temps, ces recombinases sont similaires aux résolvases ou aux intégrases. Cependant, certains 
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petits plasmides, comme ceux de la famille ColE1 et pSC101, ne possèdent pas leur propre 

machinerie de résolution de multimères de plasmides et font appel au système de résolution des 

dimères codé par le chromosome de leur hôte , le système Xer (103,104). Ces découvertes ont 

marqué une nouvelle méthode d’action des recombinases spécifiques de site et de leur rôle dans 

la résolution des dimères. Les méthodes actuelles ont permis d'identifier plus de 1300 

recombinases à tyrosine, dont beaucoup sont associées à d'autres protéines hôtes pour réguler 

leur activité, leur directionnalité ou leur processivité (48).  

Deux exemples importants de la résolution des dimères de plasmides par recombinaison XerC/D 

proviennent du plasmide ColE1, avec son site de recombinaison cer (32,33), et du plasmide 

pSC101, avec son site psi (105) qui sont comparables au site dif (avec des séquences de fixation 

pour XerC et XerD mais des régions centrales différentes)(Figure 7). Les deux sites sont d’environ 

150-180bp et chacun est présent en une seule copie dans le plasmide respectif (18,105–107). 

Deux protéines supplémentaires agissent avec XerC/D pour catalyser les réactions de 

recombinaison spécifiques de site : au niveau du site cer, il s’agit du répresseur d'arginine (ArgR) 

(une protéine de liaison à l'ADN dépendante de l'arginine, initialement appelée XerA) (108–110), 

et l'aminopeptidase A (PepA) (une protéine bifonctionnelle régulatrice de transcription qui réagit 

aux signaux environnementaux, qui était précédemment appelée XerB) (111), alors que pour le 

site psi, on parle des deux protéines PepA et ArcA (régulateur transcriptionnel impliqué dans la 

régulation de la réponse anaérobique) (106,107). Les deux protéines accessoires sont 

indispensables à la recombinaison des deux sites cer et psi, car en leur absence, la résolution des 

dimères de plasmides ne peut pas être achevée. Cependant, à des concentrations anormalement 

élevées de PepA, la recombinaison in vitro peut se dérouler sans l'aide d'ArgR pour cer ni d’ArcA 

pour psi (105,106,112,113). 

Il a été démontré que les protéines accessoires assurent l'assemblage d'un complexe synaptique 

où elles s'enroulent avec un nombre très précis de fois autour des séquences accessoires des deux 

sites (114,115). Dans une telle situation, les recombinases agissent très efficacement sur les sites 

cer et psi en créant des produits de recombinaison avec une topologie particulière (Figure 6). Il 

est particulièrement facile d'assembler un tel complexe, car les sites psi sont en orientation 

directe sur la même molécule d'ADN. Cette topologie adoptée par le complexe nucléoprotéique 
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donne une directionnalité à la réaction de recombinaison. Cela permet à XerC de réaliser 

l'échange du premier brin et de favoriser la résolution par recombinaison intramoléculaire 

(111,116). Ce phénomène est connu sous le nom de sélectivité de résolution ou de filtre 

topologique (Figure 6). 

 

Figure 6. –  Résolution de dimères de plasmides (D’après (2)) 

Représentation schématique du filtre topologique exercé par PepA (P) et ArgR ou ArcA (A) lors de la 

résolution des dimères de plasmides. Les cercles orange représentent les protéines accessoires. Les traits 

verts représentent les séquences accessoires. En violet et en rose sont représentés les deux monomères 
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plasmidiques. Dans le cas de cer (Réplication) la réaction est bloquée à la HJ. Dans le cas de psi 

(Décaténation) un double échange de brins est réalisé. 

  

Bien qu'un tétramère de recombinases XerC et XerD soit nécessaire pour la résolution des 

dimères de plasmides dans psi et cer, l'activité catalytique de XerD n'est nécessaire que pour psi 

(les échanges de brins sont catalysés par XerC seulement chez cer). Dans une telle configuration 

de synapse, la recombinase XerC est active et effectue le premier échange de brins menant à 

l'apparition de l'intermédiaire de recombinaison, la HJ (Figure 6)(34,106).Concernant psi, la HJ 

produite après la catalyse de XerC au niveau du brin supérieur est résolue par XerD au niveau du 

brin inférieur de manière indépendante de la protéine FtsK (105,106,117). La capacité du site psi 

à activer XerD suggère que la synapse est donc légèrement différente de cer. Ce qui est le plus 

intéressant, c'est que l'inversion des sites psi entraîne une recombinaison initiée par XerD et que 

l'échange du second brin est effectué par XerC (116). Ainsi, il se peut que l'ordre d'échange des 

brins puisse être modifié par des contraintes topologiques qui déterminent quelle recombinase 

sera active dans la synapse. Cependant, en ce qui concerne cer, la résolution de la HJ est assurée 

par des processus réplicatifs du même type que ceux proposés pour l'intégration des intégrons. 

En effet, au niveau du cer, XerD n'est pas capable de résoudre ce HJ en un produit. Donc le passage 

de la fourche de réplication va résoudre partiellement ce dimère, produisant un produit 

monomère et un autre dimère (Figure 6) (106,118,119). 

 

2. Les éléments mobiles intégratifs exploitant Xer (IMEXs) 

Bien que le rôle essentiel des recombinases Xer soit de résoudre les dimères de 

chromosomes et de plasmides (en particulier XerC et XerD), leur haute conservation sur les 

chromosomes bactériens a clairement permis leur exploitation par d'autres réplicons tels que les 

plasmides, les divers phages, les éléments cryptiques et même des ilots de pathogénicité (120–

122). Ces éléments génétiques mobiles ont été regroupés sous le nom IMEXs (Integrative Mobile 

Elements exploiting Xer) (123). 
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 Les IMEXs sont trouvés intégrés dans le génome de nombreuses bactéries, notamment les 

entérobactéries comme E. coli et Yersinia pestis, les Xanthomonadaceae comme X. campestris et 

Xylella fastidiosa, les Neisseriaceae comme Neisseria gonorrhoeae et Neisseria meningitidis et 

Vibrionaceae comme Vibrio cholerae (124–129). Les exemples les plus connus sont les IMEXs de 

Vibrio cholerae (V. cholerae) : le phage à l’origine de la pathogénicité CTXϕ (Cholera Toxin Phage), 

le phage participant à l’évolution de la pathogénicité VGJϕ (Vibrio Guillermo Javier filamentous 

phage) et TLCϕ (Toxic Linked Cryptic) dont le rôle est toujours indéterminé. Ces IMEXs portent 

des déterminants cruciaux de virulence(2,123,130,131). Ces trois vibriophages possèdent un site 

d'attachement particulier (attP) et un site de type dif qui sert à classer les trois différents groupes 

d'IMEXs, (type CTXϕ, type VGJϕ et type TLCϕ) (123). 

Chacun de ces éléments est capable de exploiter la machinerie de recombinaison bactérienne Xer 

pour intégrer son génome dans le chromosome bactérien et d’outre passer les mécanismes de 

contrôle en utilisant les sites de liaison Xer autonomes. Les IMEXs sont classés en plusieurs 

catégories selon leurs sites de recombinaison et leurs différentes stratégies de détournement de 

la machinerie Xer. Des homologues de XerC/XerD ont été identifiés chez V. cholerae, appelés 

XerCVC et XerDVC avec 53% et 68% de similarité d'acides aminés avec XerC et XerD de E. coli, 

respectivement (122,132). De plus, des séquences semblables à celles de dif sont présentes sur 

les deux chromosomes (dif1 & dif2)(38,84). Il est intéressant de noter que les deux sites dif 

diffèrent les uns des autres au niveau de leurs séquences, dif2 contient cinq nucléotides différents 

par rapport à dif1 et par rapport à la plupart des sites dif des α-protéobactéries, quatre d'entre 

eux se trouvant dans la région centrale. Bien que les composants pour intégrer leurs génomes 

soient très similaires, les mécanismes d'intégration des IMEXs diffèrent les uns des autres et de 

leurs souches hôtes(38). 

L'intégration directe de l'ADN simple brin par les phages filamenteux de type CTXϕ est 

caractérisée par la formation d'une structure pliée d'environ 150 pb crée par l'interaction 

d'appariement de bases intra-brin entre deux sites attP palindromiques (attP1 & attP2) séparés 

de 90 nt sur la séquence d'ADN simple brin (Figure 7E) (133). Un manque d’homologie a été 

remarqué au niveau de la séquence près du bras XerD entre le site attP et les sites dif1 et dif2. Ce 

manque d'homologie entre le site de reconnaissance de XerDVC et attPCTXϕ limite la réaction 
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catalytique à XerCVC qui catalyse la réaction complète et empêche la résolution de la HJ par 

XerDVC. Un facteur hôte supplémentaire appelé EndoIII participe à la directionnalité de la réaction, 

bloquant d'autres cycles de clivage de brin par XerCVC, provoquant sa dissociation et empêchant 

ainsi l'excision de CTXϕ (130). Bien que XerDVC ne soit pas impliqué dans la réaction catalytique, 

il est tout de même nécessaire pour une intégration réussie, probablement par son rôle dans la 

formation du complexe synaptique (131). Une fois l'intégration achevée, les protéines de 

réplication de l'ADN hôte résolvent l'intermédiaire HJ formé et le convertissent en ADN double 

brin. Le prophage CTXϕ ne peut pas être excisé de son hôte, car il perd la capacité de se replier, 

qui, à son tour, empêche d'autres nouvelles interactions d'appariement de bases entre les sites 

attP, ce qui abolit finalement la réaction catalytique XerCVC (133). Il est intéressant de noter que 

l'intégration de CTXϕ dans les souches El Tor ne se trouve que dans chrI (le chromosome ancestral 

I de V. cholerae), et qu'elle est généralement associée à deux autres vibriophages, TLCϕ et RS1, 

qui permettent l'intégration de CTXϕ dans le génome de V. cholerae en reconstituant un site dif 

fonctionnel, et en favorisant la réplication et la transmission de CTXϕ (121). Dans les souches de 

biotype « classique », CTXϕ cible généralement les deux chromosomes (chrI et II) (134). 
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Figure 7. –  Alignement des séquences de (A) dif, (B) cer, (C) psi, (D) dif1, (E) attPCTX, (F) attPVGJ, (G) 

attPTLC (H) difSL et (I) difH  (D’après (12)) 

 Les bases des dyades dans chaque bras sont soulignées dans dif. Les points de clivage de XerC et XerD 

sont indiqués par des flèches, la région centrale est représentée au milieu de la séquence comme une 

boîte blanche avec le nombre de paires de bases correspondant à chaque site dif au-dessus. Les bras 
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gauche et droit sont représentés par des boîtes bleues avec les séquences correspondantes pour chaque 

site dif. L'unité catalytique est représentée par une boîte verte, tandis que l'unité inactivée est représentée 

par une boîte rouge. Pour (D-G), les bases qui diffèrent de dif1 dans V. cholerae sont soulignées et colorées 

en rouge. À côté de chaque alignement de dif se trouve la protéine accessoire correspondante qui 

coordonne/active la résolution du dimère. 

 

De la même manière que CTXϕ, l’intégration du phage VGJϕ s’effectue grâce à l’échange de paire 

de brins effectuée par XerCVC, mais contrairement à CTXϕ, elle ne possède qu'un seul site 

d'attachement de type dif (attPVGJϕ) de 29 pb, similaire au site dif1 et constitué de deux bras de 

fixation de XerCVC et XerDVC séparés par une région centrale de 7 pb qui permet son intégration 

dans le chromosome sous forme d'ADN double brin(135). La région centrale de attPVGJϕ contient 

quatre nucléotides différents proches du côté de la liaison XerDVC par rapport à la région centrale 

du site dif1 (Figure 7F). L'absence d'homologie du côté de la région centrale de XerDVC empêche 

sa participation à la réaction catalytique. Une fois intégré, le prophage VGJϕ acquiert deux sites 

attP (attPL et attPR), également fonctionnels pour la réaction d'excision XerCVC, contrairement à 

CTXϕ, où ce sont les recombinases Xer qui peuvent traiter l'excision de VGJϕ du génome de l'hôte.  

TLCϕ (Toxin-linked cryptic) a été initialement décrit comme un plasmide cryptique existant en 

faible nombre de copies. En plus de la forme cytoplasmique, plusieurs copies de TLCϕ sont 

intégrées en tandem dans le chromosome à proximité du site dif1.  Ce n'est que récemment que 

TLCϕ a été considéré comme un phage satellite intégratif et ce n’est qu’à partir de 2010 que TLCϕ 

a été identifié comme un IMEX. Après cette découverte, d'autres éléments mobiles avec un site 

similaire à celui de TLCϕ ont été identifiés. Les IMEXs de type TLCϕ ont un site d'attachement attP 

qui est présent sur le génome double brin de l'élément. La région centrale du site de 

recombinaison est totalement identique au site dif cible mais ne contient pas de bras dif XerDVC 

comme dans le cas des IMEX de type CTXϕ ou VGJϕ (123,136). Avant 2017, le mécanisme de 

recombinaison des éléments de type TLCϕ n'était pas bien connu. Midonet et al. (2019) ont 

démontré que l’élément TLCϕ utilise une voie de recombinaison où l'échange du premier brin est 

catalysé par XerDVC et indépendante de FtsK. Un nouveau facteur phagique qui permet à TLCϕ de 

contourner le contrôle de FtsK sur l'activation de XerDVC, a été identifié : le facteur XafT qui 
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interagit spécifiquement avec XerDVC. Il a également été montré que les (IMEXs) codant pour une 

protéine similaire à XafT sont répandus dans les γ et β-protéobactéries, y compris les pathogènes 

humains, animaux et végétaux. (137). 

Les IMEXs ont un mécanisme capable d'exploiter la recombinaison Xer ce qui permet aux 

bactéries d’évoluer et de s'adapter par l'acquisition et la réorganisation de gènes pertinents. Ils 

ont contribué à l'évolution bactérienne en jouant un rôle important dans le transfert de gènes et 

des facteurs de virulence et surtout dans l'apparition de la multirésistance aux médicaments, chez 

plusieurs espèces bactériennes(138).  

Il a été suggéré qu'un nouveau mécanisme reposant sur le système de recombinaison Xer/dif 

pourrait être responsable du déplacement de certains gènes de résistance. Le séquençage 

d'isolats d'A. baumannii en 2009 a révélé la présence d'un gène de carbapénémase oxa-24 dans 

le plasmide pABVA0. Ce gène était flanqué par des sites présentant une forte homologie avec les 

sites de recombinaison Xer (139). La comparaison de cette séquence avec celles d'autres 

plasmides d'A. baumannii provenant d'isolats cliniques français et américains a montré un 

squelette plasmidique similaire, mais avec des gènes variables à la place d'oxa-24, entre les sites 

de recombinaison Xer flanquants, ce qui suggère que ces modules (un ou plusieurs gènes flanqués 

de sites de type dif) pourraient être échangés par des événements de recombinaison. Ceci était 

la première suggestion que ces sites pourraient fonctionner comme une forme de cassette 

génétique ou un élément mobile. Ultérieurement, d’autres sites de recombinaison Xer ont été 

trouvés dans des plasmides isolés d'A. baumannii, et qui portaient le même gène oxa-24, entouré 

de sites de recombinaison Xer inversés ce qui suggère fortement que le gène oxa-24 et les sites 

de recombinaison Xer qui l'entourent ont été déplacés entre les plasmides, comme un nouvel 

élément mobile. Par la suite, une série de plasmides portant des gènes de résistance oxa-24, oxa-

40 ou oxa-72 provenant de diverses espèces d'Acinetobacter et de différents pays ont montré la 

conservation de ce module (139–143). 

La comparaison entre les sites de recombinaison Xer de divers plasmides d'Acinetobacter et le 

site chromosomique dif a révélé une forte homologie au niveau du site de liaison XerD, de 

l’espaceur de 6 pb et le site de liaison XerC, repérable mais légèrement variable. Cependant, 
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aucune conservation de séquences d'ADN flanquantes ou accessoires n'a été rapportée entre les 

sites, ce qui suggère que ceux-ci ressemblent davantage au site dif chromosomique qu'aux sites 

plasmidiques typiques d'E. coli comme cer ou psi dont les rôles consistent à résoudre les dimères. 

En raison de cette organisation simple et de leur similarité avec le site dif chromosomique, les 

sites de recombinaison Xer du plasmide d'Acinetobacter ont été appelés sites pdif, lorsqu'il y a 

plusieurs sites dans un même plasmide (139,142,144). 

Outre les vibriophages et les sites pdif décrits ci-dessus, un autre IMEX pertinent a été découvert 

: l'EludIMEX-1 trouvé chez Enterobacter ludwigii (145). Au cours de la dernière décennie, des 

Enterobacter spp. multirésistants sont apparus à cause de l'acquisition d'éléments mobiles qui 

portent de multiples gènes de résistance aux antibiotiques, notamment des β-lactamases à 

spectre étendu (BLSE), comme le blaCTX-M-15, et des β-lactamases hydrolysant les carbapénémases, 

y compris les types KPC, NDM et OXA-48 (146,147). 

EludIMEX-1 est un IMEX de 29,1 kb trouvé chez E. ludwigii qui porte le gène blaNMC-A codant pour 

une carbapénémase à sérine. Il a été caractérisé pour la première fois par Antonelli et al. (2015) 

lorsqu'ils ont séquencé le génome entier d'un isolat NMC-A-positif d'E. ludwigii. Les résultats ont 

indiqué la présence d'une nouvelle région de 29 kb avec un contenu GC plus faible par rapport au 

génome bactérien, indiquant une éventuelle acquisition par transfert de gènes(145,148). De plus 

amples analyses ont révélé que cette région est flanquée par des sites de recombinaison 

XerC/XerD putatifs avec une grande homologie au niveau du site de liaison XerC. Ils ont également 

déterminé que le site d'insertion d'EludIMEX-1 dans le génome était le même pour les deux 

espèces distinctes du complexe E. cloacae, ce qui suggère une acquisition possible via un 

événement de recombinaison dépendant de XerC/XerD au niveau d'un site spécifique similaire 

au dif (12,145). 

Une meilleure compréhension des mécanismes de contrôle et de neutralisation des IMEXs devrait 

contribuer à mieux maîtriser le processus d'acquisition de gènes de résistance aux antibiotiques 

chez les microorganismes pathogènes. 
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3. Le système de recombinaison à une seule recombinase 

La plupart des bactéries ayant un chromosome circulaire possèdent des orthologues des 

protéines XerC et XerD (23,38) mais toutes les bactéries n'utilisent pas un système équivalent 

avec les deux protéines Xer pour résoudre les dimères de chromosomes. En fait, un grand nombre 

d'espèces utilisent des systèmes à une seule recombinase, phylogénétiquement distants, tels 

que: le système XerS qui est présent chez les Streptococci et les Lactococci (38,149); XerH utlisée 

par un sous-groupe de ε -protéobactéries, comme Helicobacter pylori et Campylobacter jejuni  

(23)et enfin la protéine XerA qui a été découverte chez les archées comme P. abissy et S. 

solfataricus (Figure 8) (24,150,151). 

 

 

Figure 8. –  Arbre phylogénétique des recombinases Xer montrant la distance phylogénique entre les 

différents systèmes Xer ( D’après (72)) 

Le numéro d'accession du National Center for Biotechnology Information (NCBI) et la taille de la protéine 

en acides aminés (aa) sont indiqués entre parenthèses. L'arbre phylogénétique a été préparé dans MEGA6 

(152) en utilisant la méthode Neighbour-Joining (50). Les branches phylogénétiques sont marquées par 

des couleurs différentes. La longueur de chaque branche correspond à la distance phylogénétique. 
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3.1. Le système XerS/difSL 

La présence de recombinases uniques a été mentionnée pour la première fois par Recchia 

et Sherratt (1999) suite à l'identification de deux génomes eubactériens ne contenant qu'un seul 

homologue de Xer. Cela a ensuite été confirmé lorsque Le Bourgeois et al. (2007) ont démontré 

que certaines espèces de Lactococcus et Streptococcus utilisent une machinerie de recombinaison 

Xer alternative(39,149). 

Ce nouveau complexe Xer est basé sur une seule tyrosine recombinase appelée XerS (356 aa) qui 

agit sur un site de recombinaison atypique et conservé de 31 pb appelé difSL et qui a été identifié 

par génomique comparative sur la base de sa localisation et de sa seule apparition dans les 

génomes des streptocoques (149). Contrairement à E. coli, le gène xerS se trouve immédiatement 

adjacent au site de recombinaison difSL et agit comme un module unique. Le site difSL se 

distingue de la plupart des sites dif par sa large région centrale de 11 pb, comparativement aux 6 

à 8 pbs normalement présents dans toutes les autres régions dif (Figure 7H) (153). Ainsi, le site 

difSL est constitué de deux sites répétés inversés imparfaits de tailles différentes séparés par la 

région centrale où se produit l'échange d'ADN. Dans une série d'expériences in vivo, il a été 

démontré que XerS est la seule recombinase streptococcique nécessaire à la résolution des 

dimères de chromosomes via la recombinaison du difSL (149). 

Il a été montré que XerS présentait une interaction plus forte avec le demi-site gauche de difSL 

que le demi-site droit ainsi qu’une préférence pour initier la réaction de recombinaison sur le brin 

inférieur du site. Ces données démontrent qu’il existe un facteur de préférence pour l'endroit où 

les protéines se lient initialement au difSL et où elles initient la réaction de clivage du brin. Par 

conséquent, le monomère lié à gauche pourrait activer le monomère lié à droite en pliant l'ADN 

ou en changeant la conformation du second monomère, ce qui pourrait expliquer le clivage et 

l'échange préférentiels du brin inférieur (153). Ce facteur intrinsèque ne suffit pas pour contrôler 

la préférence de la directionnalité de la réaction de clivage du brin. Pour obtenir un contrôle 

adéquat, il est nécessaire de faire appel à une translocase FtsKSL, une protéine d'une longueur de 

758 aa chez Streptococcus mutans ou de 816 aa chez S. agalactiae avec une faible similarité au 

niveau de la région N-terminale entre elle. Cette faible similarité n'affecte pas sa préférence de 

liaison au septum de division communément trouvé dans la plupart des protéines de la 
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superfamille FtsK-HerA (149). Lors des expériences de recombinaison in vivo, Il a été démontré 

que la recombinaison de XerS dépend de la présence de la FtsKC d'E. coli, ou de la FtsKC 

streptococcique chez S. pneumoniae. Étant donné que le FtsKC d'E. coli était suffisant pour 

soutenir la recombinaison XerS, il a été suggéré que la recombinaison XerS-FtsKC ne présente pas 

de spécificité d'espèce. Il semble probable que XerS ne requiert pas une activation directe par des 

interactions avec FtsKγ puisqu’elle ne contient pas des séquences correspondantes à la région 

XerD qui interagit directement avec FtsKγ (41% de similarité avec FtsK d’E. coli). Au lieu de cela, 

FtsKC semble être importante dans la régulation spatiale et temporelle de la recombinaison XerS, 

ainsi que pour assurer la résolution des dimères de chromosomes plutôt que leur formation (149). 

Enfin, il a été démontré que XerS de Lactococcus lactis se lie et clive la difSL in vitro de manière 

asymétrique avec un biais vers l'un des bras de liaison de difSL ; cependant, la réaction de 

recombinaison complète n'a pas pu être reconstituée in vitro, même en présence de FtsKC (154). 

 

3.2. Le système XerH/difH 

La protéine XerH, un autre type de recombinase unique, a été découverte en menant des 

recherches sur les espèces Helicobacter et Campylobacter (23). Elle agit sur un site de 

recombinaison appelé difH de manière dépendante de FtsK (Figure 5). Il a été prouvé qu'elle était 

impliquée dans la ségrégation des chromosomes et probablement dans la résolution des dimères 

chez Helicobacter pylori (H.pylori) et Campylobacter jejuni (C.jejuni) (155,156). 

 Les recombinases Xer sont classées en fonction de leur homologie de séquence, de leur 

regroupement phylogénétique distinct des autres types de recombinases à tyrosine, et de leur 

fonction dans la résolution des dimères de chromosomes (23). XerH est phylogénétiquement liée 

aux autres recombinases Xer (Figure 8). L'alignement de la protéine XerH de C. jejuni avec d'autres 

membres de la famille des recombinases Xer montre une similitude de séquence entre XerH et 

les autres Xer (Figure 9). Tout comme pour les autres tyrosine recombinases, le domaine 

catalytique C-terminal des Xer présente une conservation de séquence beaucoup plus élevée que 

le domaine de liaison à l'ADN N-terminal, plus variable, ce qui explique la différence au niveau 

des substrats d'ADN liés par les protéines. La recombinase XerH (354 aa à 362 aa) diffère des 
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recombinases traditionnelles XerC/D (298 aa) par sa taille et son homologie protéique (26% 

d'identité par rapport à XerC/D, Figure 9). Elle présente également plus de similitude avec XerS 

(356 aa) aussi bien par la taille de la protéine que par le haut degré d'homologie de leurs sites de 

recombinaison. Sur toutes les protéines Xer étudiées, XerH est la plus longue et elle contient une 

extension N-terminale qui est également présente chez XerH de H. pylori, la XerT, et sous une 

forme plus courte dans XerS, mais qui est absente dans XerC/D et XerA de archées. Ceci suggère 

que cette extension pourrait constituer une particularité des systèmes Xer bactériens à une seule 

recombinase. Il est intéressant de noter que la plupart des espèces ε des protéobactéries 

possèdent un système XerH/difH alors que certaines autres ε-protéobactéries (Sulfurimonas 

denitrificans et Sulfurovum) possèdent un système analogue au système XerC/D 

classique(23,153,155,156). 
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Figure 9. –  Alignement des séquences de XerH de Campylobacter jejuni et d'autres recombinases 

Xer (D’après (72))  

Les résidus catalytiques invariants sont encadrés en rouge. La couleur des résidus indique le niveau de 

conservation des résidus ; plus la couleur est foncée, plus le résidu est conservé. L'alignement a été 

préparé par ClustalW2 (157) et visualisé à l'aide du logiciel Jalview (158). 

 

Le site difH présente des caractéristiques communes à tous les sites dif connus : il a une faible 

teneur en G+C, se situe dans une région intergénique dans la région du terminus établie selon le 

skew, il présente une palindromicité importante et il est situé dans une partie non codante du 
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génome(23). Tout comme pour le système de recombinaison XerS/difSL, le gène xerH et le site 

difH sont proches l'un de l'autre (1981 pb), formant ensemble un module génétique distinct (149). 

Le site difH est constitué de deux régions hautement conservées séparées par une région variable. 

Les sites de clivage de XerH peuvent être prédits à partir d'une comparaison entre difH et dif d’E. 

coli en supposant que le clivage aura lieu aux limites des régions palindromiques et que les sites 

de clivage flanquent une région centrale de 6 à 10 pb (Figure 7I). Le consensus entre les deux sites 

montre que les nucléotides des bras de liaison palindromiques proches de la région centrale sont 

conservés. Cette observation est en accord avec la forte conservation de la séquence dans ces 

parties de tous les sites dif étudiés, et il a été proposé que ces régions puissent être cruciales pour 

la liaison à Xer et pour le maintien de l'activité de Xer (23,72). 

En absence de XerH, aucune filamentation n’a été observée chez H. pylori, malgré une plus lente 

croissance par rapport au type sauvage. Ceci contraste avec ce qui a été observé chez E. coli. De 

même, la surexpression de la protéine XerH entraîne un effet similaire, ce qui signifie que la 

régulation au niveau de XerH est importante (155). De plus, une plus grande quantité d'ADN a été 

observée chez les mutants xerH-, ce qui semble être un signe d'un défaut de ségrégation. Dans 

les cellules surexprimant XerH, la quantité d'ADN est également plus importante. Cela signifie que 

soit l'initiation de la réplication est stimulée par XerH, soit, plus probablement, qu'il y a une 

interférence avec la ségrégation correcte des chromosomes. Les mutants xerH- présentent une 

plus grande sensibilité à la lumière UV ainsi qu'à la ciprofloxacine. Cet effet est semblable à celui 

observé en supprimant FtsK, ce qui mène à l'hypothèse que l'interaction entre FtsK et XerH est 

importante. Ces phénotypes sont associés au mécanisme de résolution des dimères de 

chromosomes, compte tenu du fait que les dommages causés par ces agents augmentent la 

quantité de dimères et de caténanes dans la cellule. Les conséquences de la mutation de la 

protéine XerH apparaissent non seulement au niveau de l'ADN mais également au niveau de la 

pathogénicité de la bactérie puisque des mutants xerH de H. pylori demeurent incapables de 

coloniser l'estomac de la souris (155). Par contre, une réaction de recombinaison complète a été 

observée lorsque le système XerH/difH de C.jejuni était transféré dans E. coli. Ce que signifie donc 

que la recombinaison XerH/difH pourrait être indépendante de FtsK  ou bien qu'il n'y a pas de 

spécificité d'espèces (155,156). 
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3.3. Le système XerA/dif  

Les archées possèdent des chromosomes circulaires et ont un système de recombinaison 

homologue actif (159). Par conséquent, il est prévu qu'elles résolvent les dimères 

chromosomiques pour assurer une ségrégation chromosomique adéquate. La recherche de 

systèmes de recombinaison Xer chez les archées a révélé la présence d'une recombinase 

conservée XerA et un site putatif de résolution des dimères chromosomiques, dif, situé dans la 

région terminale de réplication (150,160). La recombinase XerA possède un domaine C-terminal 

conservé où résident la tyrosine active et les résidus catalytiques conservés (R-K-H-R-[H/ W]-Y). 

Les protéines XerA sont bien conservées entre les espèces des archées avec 85% de similarité de 

séquence. L'emplacement du gène xerA est très variable chez les archées ; certaines espèces 

présentent des séquences xerA/dif séparées alors que d'autres possèdent un module xerA/dif 

individuel(12). 

Le site dif des archées ressemble davantage au site dif du système de recombinaison XerC/D 

qu'aux sites dif d'autres systèmes Xer à une seule recombinase. Contrairement à la plupart des 

bactéries, le site dif ne se trouve pas à 180° de l'oriC et inversement, il se situe entre 122° et 144° 

de l’oriC, même si le génome de Methanosphaera stadtmanae présente un site dif à 180° de l'oriC. 

Les séquences de type dif ont la structure traditionnelle : deux séquences répétées inversées de 

11 pb séparées par une région centrale de 6 pb.  

Des études sur la liaison du dif des archées ont révélé que XerA de P. abyssi se lie au site dif, 

formant séquentiellement deux complexes de poids moléculaire plus élevé et il a été démontré 

que XerA catalyse les réactions de clivage sans aucune préférence de brin détectable (150,160). 

Cependant, l'incubation de XerA avec un substrat d'ADN représentant le site de liaison d'une 

recombinase tyrosine non apparentée a donné lieu à une liaison similaire. À une température 

élevée (65 °C) qui est plutôt physiologique pour l’espèce thermophile P. abyssi, la formation du 

complexe spécifique XerA/dif a été multipliée par huit par rapport au complexe non spécifique 

(150). La protéine XerA a également été active dans un test de clivage et d'échange de brins in 

vitro avec des substrats d'ADN représentant des demi-sites dif, ce qui a permis de cartographier, 

avec précision, les sites de recombinaison (160). De plus, XerA a été capable de recombiner des 

plasmides in vitro (dans des réactions de résolution et de multimérisation) sans aucune protéine 
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supplémentaire un résultat qui n'a pu être observé à ce jour avec aucune autre recombinase Xer 

(150). 

Bien que la plupart des génomes des archées codent pour la recombinase XerA qui résout les 

dimères de chromosomes, aucun homologue de FtsK n'a pu être identifié chez elles (161). De 

plus, le fait que les P. abyssi soient capables de recombiner des plasmides in vitro en absence de 

tout partenaire protéique, confirme que la recombinaison de XerA n’est pas régulée par FtsK 

(150). Cependant, des tests in vitro ont montré des niveaux de multimérisation de plasmides 

beaucoup plus élevés que la résolution en monomères, ce qui suggère qu'un mécanisme 

supplémentaire pourrait contribuer à assurer la résolution topologique des dimères de 

chromosomes. Ce mécanisme pourrait fonctionner de manière similaire à la régulation par FtsK. 

En fait, une ADN translocase apparentée, HerA, a été suggérée comme une protéine potentielle 

qui pourrait réguler la recombinaison XerA (162). En accord avec cette notion, des séquences 

d'ADN polarisées qui pourraient servir de guide à l'ADN hélicase ont été identifiées (150). En effet, 

des motifs de type KOPS ont été trouvés chez les archées. Ces motifs sont constitués de quatre 

nucléotides (GTTG OU GTTC) appelés ASPS (Archaea Short Polarized Sequences) qui sont orientés 

vers les sites dif, ce qui donne un schéma similaire à celui observé chez les bactéries. Cependant, 

le rôle de HerA dans le lien entre la recombinaison de XerA et la division cellulaire n'a pas encore 

été confirmé.  

Les récentes progressions dans la résolution de la structure cristalline de plusieurs recombinases 

à tyrosine des archées ont démontré que leur domaine catalytique présente des similitudes avec 

d'autres enzymes bactériennes connues. Cependant, les modalités par lesquelles les 

recombinases des archées interagissent avec leur substrat d'ADN restent à explorer et pourraient 

être abordées en résolvant la structure complète des complexes protéine-ADN par co-

cristallisation ou par microscopie cryo-électronique (24). 

3.4. Le système XerH/difH de Campylobacter jejuni 

Cette étude s’intéresse essentiellement au système XerH/difH de C. jejuni. Le site difH de 

C. jejuni a été prédit en 2009 par calcul à l'aide d'outils de recherche de similarité (Figure 10)(23) 

et il a été démontré qu’il est en grande partie similaire à celui de H. pylori, ce qui est cohérent 
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avec le fait que les deux protéines XerH sont étroitement liées (48,6 % d'identité de séquence, 

Figure9).  

 

 

 

Figure 10. –  Le difH prédit de Campylobacter jejuni  

 

Les résidus de difH invariablement trouvés chez les espèces apparentées à Campylobacter jejuni sont 

marqués en bleu. Les positions de clivage XerH attendues sur difH sont marquées par des triangles rouges 

et ont été prédites sur la base des sites de clivage XerC/D connus sur dif, en supposant que le clivage se 

produira aux limites des régions palindromiques et que les sites de clivage flanquent une région centrale 

de 10 pb (il a été prouvé que l’espaceur de S.suis et de 11pb alors que les sites des autres bactéries sont 

de 6 à 8pb) 

 

 La liaison de XerH de C.jejuni à son site difH a été analysée in vitro (156). Deux sous-unités de 

XerH se lient de manière coopérative de chaque côté avec une affinité similaire de liaison au site 

gauche ou droit par rapport au site complet, probablement en raison de la similarité entre les 

séquences externes des deux bras. De plus, les résultats d’affinité de liaison trouvés chez C. jejuni 

contredisent ceux observées chez H. pylori par Bebel et al. (2016) et chez la plupart des 

recombinases à tyrosine impliquées dans la résolution des chromosomes puisqu’elles n’ont pas 

montré de préférence de liaison (37). D'autre part, contrairement à l'activité de liaison, des 

réactions de clivage asymétrique par XerH ont été trouvées avec une efficacité plus élevée pour 

les substrats de brin inférieur que de brin supérieur, ce qui est en accord avec les résultats de 
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Bebel et al. (37,72,156). Leroux et al. ont testé la recombinaison XerH/difH in vivo entre deux sites 

difH situés sur le même plasmide et ils ont montré que cette réaction est indépendante de la 

protéine FtsK, mais dans leurs essais, les produits de recombinaison n'étaient présents qu'en 

petites quantités après un grand nombre de générations d'E. coli et la recombinaison par XerH 

n'a pas pu être détectée dans des conditions in vitro(156). 

 

 

Figure 11. –  Représentation des domaines de la protéine FtsK de C.jejuni (D’après (72)) 

Les hélices transmembranaires du domaine N-terminal transmembranaire sont indiquées en bleu. Le 

domaine hélicase d'ATP C-terminal (FtsKC) est constitué de trois sous-domaines α (jaune), β (orange), et γ 

(rouge). 

 

Il est intéressant de noter que, malgré les similitudes entre les sites de recombinaison difH de C. 

jejuni et difSL de S.suis, les recombinases ne réagissent pas de manière croisée (XerH ne se lie pas 

à difSL et XerS ne se lie pas aux sites difH) (Leroux et al., non publié). Ceci suggère que ces deux 

recombinases ne partagent pas le même mécanisme de liaison à l'ADN et pourraient ne pas être 

fonctionnellement homologues (156). 
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Camylobacter jejuni 

1. Historique et Taxonomie 

En 1886, un médecin allemand, Theodore Escherich a découvert des preuves 

microscopiques de bactéries en forme de spirale en examinant les selles d’enfants diarrhéiques. 

Mais les méthodes de culture traditionnelles ne lui ont pas permis d’isoler et cultiver ces 

organismes (163). Cependant, ce n’est qu’à partir de 1906 que Campylobacter a été identifié pour 

la première fois, par les deux chercheurs vétérinaires britanniques McFadyen et Stockman. Ces 

derniers ont décrit l'isolement de Campylobacter au cours d'une enquête sur les taux 

d'avortement anormalement élevés dans les troupeaux de moutons (164). En menant des 

recherches similaires sur les avortements bovins, Smith et Taylor ont trouvé les mêmes bactéries 

"vibrioniques", et ont été les premiers à les dénommées Vibrio fetus (165). 

Plus d'une décennie plus tard, en 1931, une bactérie du même genre, trouvée dans les jéjunums 

de bovins atteints de diarrhée, a été découverte par Jones et al. La nouvelle espèce a été nommée 

Vibrio jejuni (166). En 1944, Doyle a décrit un micro-organisme similaire associé à la diarrhée 

porcine. Ce micro-organisme fut dénommé Vibrio coli (167).  

La première description chez l’homme de Vibrio jejuni a eu lieu en 1946, lors de l’analyse des 

sangs et des selles de patients diarrhéiques (168). Alors que celle de Vibrio fetus, elle a été citée 

comme étant la cause d'un avortement septique chez une femme en 1947, et pendant les 3 

décennies suivantes, les chercheurs ont cru que le micro-organisme responsable était un 

pathogène rare, opportuniste et invasif qui se manifestait principalement chez des hôtes affaiblis. 

(169). 

En 1963, le genre Campylobacter appartenant à la classe Epsilonproteobacteria fût proposé par 

Sebald and Véron, distinguant les Campylobacters des vibrios en raison de leur faible pourcentage 

en Guanine + Cytosine (30-34% au lieu de plus de 43% chez les vibrios), de leur métabolisme non 

fermentatif et de leurs exigences en matière de croissance microaérophile (170). 
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En 1972, Campylobacter jejuni a été isolé pour la première fois par un microbiologiste en Belgique 

à partir d'échantillons de selles d’une patiente souffrante de bactériémie, en utilisant la même 

technique de filtration développée par des vétérinaires dans les années 1960 (171,172). 

Ce n'est que plus tard, dans les années 1970, avec le développement de milieux de culture plus 

adaptés et la découverte de la température optimale et des conditions atmosphériques 

appropriées par Skirrow, que Campylobacter a finalement été reconnu comme une source 

importante de gastro-entérite bactérienne (173). 

D'autres études menées dans les années 1970 et 1980 ont permis d'approfondir les connaissances 

sur C. jejuni et d'autres espèces de Campylobacter, notamment leur milieu naturel, leur 

implication dans les maladies et leurs mécanismes pathogènes (174). 

La première taxonomie complète du genre Campylobacter a été publiée en 1973 en le divisant en 

quatre espèces : Campylobacter jejuni, Campylobacter fetus, Campylobacter coli et 

Campylobacter sputorum (175). Le développement des techniques de biologie moléculaire a 

permis, par la suite, d’augmenter considérablement le nombre d’espèces (171,173).  

Grâce à cet essor, la systématique des Campylobacter a pu être précisée. La classification 

actuellement utilisée est basée sur la comparaison des ARNr 16S et la composition en acide gras 

membranaire (176). Avec les genres Arcobacter et Sulfurospirillum, ils forment ainsi la famille des 

Campylobacteriaceae, qui appartient à la branche epsilon (ε) des protéobactéries. Actuellement, 

au moins 39 espèces et 16 sous-espèces de Campylobacter sont répertoriées (177,178). 

C. jejuni appartient au groupe delta-epsilon des protéobactéries. Ce groupe diverge de manière 

significative du sous-groupe gamma qui contient de nombreux entéropathogènes humains tels 

que les salmonelles, Escherichia coli et Shigella (179). 

 

2. Caractéristiques microbiologiques et biochimiques 

Les membres du genre Campylobacter sont des bâtonnets Gram-négatifs, non sporulés. Il 

s'agit de micro-organismes relativement petits (0,2-0,8 μm de large x 0,5-5 μm de long), qui, dans 
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des conditions de croissance optimales, existent sous la forme de bâtonnets en spirale ou en 

forme de "S" (Figure 12) (170,180). Campylobacter tire son nom du grec kampylos, qui signifie 

courbé ou plié, et bacterium qui signifie bâtonnet. Le nom d'espèce jejuni provient des sites où 

l'organisme fait ses dégâts, le jéjunum et l'iléon (181). Les C. jejuni sont également considérées 

comme des bactéries pléomorphes ; lorsque les cellules s'approchent de la phase stationnaire ou 

dans des conditions de stress, elles prennent une forme coccoïde (182). 

 

Figure 12. –  Micrographie électronique à balayage de Campylobacter jejuni (D’après 

(183)) 

La forme spirale caractéristique de C. jejuni avec les flagelles aux deux extrémités de son corps. Barre = 

500 nm.  

 

C. jejuni sont des micro-organismes qui nécessitent des conditions de croissance complexes, ce 

qui les rend assez fastidieux de culture (184). Ils sont principalement microaérophiles et ont donc 

besoin d'une quantité limitée d'oxygène, capnophiles et se développent donc mieux dans des 

atmosphères contenant entre 5-10% O2, et 3-15% CO2 (182). Ils sont positifs à l'oxydase et à la 

catalase et négatifs à l'indole et l'uréase. Ils se différencient des autres espèces du genre 

Campylobacter par leur capacité à hydrolyser l’hippurate (174,177,185). Ces tests biochimiques 
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combinés à des tests de sensibilité à l'acide nalidixique et à la céphalothine ont été utilisés dans 

le passé comme moyen d'identification des espèces de C. jejuni. Cependant, cette méthode 

d’identification n’est plus fiable en raison de la fréquence élevée de la résistance aux 

fluoroquinolones et à d'autres antibiotiques chez C. jejuni. La résistance à certains antibiotiques, 

tels que la tétracycline, l’ampicilline, les fluoroquinolones, est également une des caractéristiques 

de C. jejuni (186–188). 

C. jejuni se subdivise en deux sous-espèces : C. jejuni subsp. jejuni et C. jejuni subsp. doylei. C. 

jejuni subsp. doylei diffère de C. jejuni subsp. jejuni par l'absence de réduction des nitrates, la 

sensibilité à la céphalothine et une faible réaction à la catalase(174). 

La survie de C. jejuni en dehors de l'intestin de l'hôte normal est faible, et la réplication ne se 

produit pas facilement. Cette espèce est thermotolérante et elle se développe entre 37 et 42°C, 

avec un optimum de croissance à 41.5°C, la température corporelle approximative du poulet 

(170,189). Ainsi, les caractéristiques thermophiles (qui aiment la chaleur) de C.jejuni sont une 

forme d'adaptation à la croissance dans son habitat normal, les intestins des oiseaux et des 

mammifères à sang chaud (189). 

La bactérie C. jejuni est sensible à une grande variété de traitements physico-chimiques ainsi qu’à 

des méthodes de traitement des aliments telles que le séchage, la congélation et le salage. Elle 

est également sensible à la pression osmotique, aux concentrations d'oxygène supérieures à 5 %, 

et il n'a pas été signalé qu'elle se développe à des températures inférieures à 30°C(190). De plus, 

elle résiste très mal aux variations de pH. Le pH optimal pour sa croissance est compris entre 6,5 

et 7,5. Elle est sensible à des pH inférieurs à 4,9 et supérieurs à 9, mais elle peut croître à des pH 

s’échelonnant de 5,5 à 8 (170,191). 

Ces bactéries sont mobiles et se déplacent selon un mouvement caractéristique souvent appelé 

mouvement en « tire-bouchon », à l'aide de leurs flagelles unipolaires ou bipolaires non gainés 

qui peuvent être 2-3x plus grand que la longueur de la cellule (Figure 12) (180,192). 
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3. Épidémiologie et prévalence 

Campylobacter et plus particulièrement C. jejuni est l'une des principales causes d’une 

maladie bactérienne d'origine alimentaire chez l'homme dans le monde entier, la 

campylobactériose, et représente un problème majeur de santé publique. La campylobactériose 

est la principale origine bactérienne des infections gastro-intestinales chez l'homme dans les pays 

développés et en voie de développement (193,194). Le nombre de cas confirmés n'a pas cessé 

d'augmenter dans les pays de l'Union européenne. En 2019, la campylobactériose a été la 

zoonose la plus fréquemment signalée, comme c'est le cas depuis 2005, représentant 50 % de 

tous les cas signalés. Le nombre de cas confirmés dans l'Union européenne était de 220 682 cas, 

correspondant à un taux de 59,7 pour 100 000 habitants (195). Cette augmentation explique bien 

la prise en compte plus systématique de Campylobacter dans les systèmes de surveillance et les 

détections mieux maitrisées au laboratoire. Aux États-Unis, selon les centres de contrôle des 

maladies, il y a environ 1,3 million de cas d'infection à Campylobacter chaque année aux États-

Unis seulement. Cela entraîne un coût économique de 1,3 à 6,8 milliards de dollars par an. En 

mars 2013, ces centres ont signalé une augmentation de 14 % des cas de C. jejuni aux États-Unis 

par rapport au nombre signalé en 2012 (196–198). Au Canada, une moyenne de 9 828 cas de 

campylobactériose a été signalée chaque année pour la période de 2011 à 2015 (199). Dans le 

sud-ouest de l'Alberta, le taux de campylobactériose, causée principalement par C. jejuni (59,7 

cas pour 100 000 habitants), est considérablement plus élevé que la moyenne provinciale (28,5 

cas pour 100 000 habitants) et nationale (30,0 cas pour 100 000 habitants)(200–202). Au Québec, 

la campylobactériose est la maladie entérique la plus fréquemment déclarée dans le système des 

maladies à déclaration obligatoire (MADO), avec 2000 à 3000 cas chaque année. L’incidence 

annuelle cumulée de la campylobactériose humaine est en moyenne de 38,06 pour 100 000 

habitants en 2017, un taux considéré comme élevé par rapport à celui déclaré pendant  la période 

de 2012 à 2016 (33,56 cas pour 100 000 habitants ) ainsi que par rapport au taux d'incidence 

annuel signalé entre 1996 et 2006 (35,2 cas pour 100 000 habitants) (203–205).  

Il existe une grande disparité entre l'incidence de la campylobactériose dans les pays en voie de 

développement et celle des pays développés. Dans les pays développés, 90 % des cas surviennent 

pendant les mois d'été. Une des hypothèses proposées qui pourrait expliquer ce phénomène, la 
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consommation de la viande insuffisamment cuite dans les établissements en plein air. Mais la 

saisonnalité reste toujours un mystère surtout avec une augmentation d’incidence en population 

humaine avant celle observée dans les élevages avicoles. Cette maladie touche le plus souvent 

les enfants de moins de 4 ans et les jeunes adultes âgés de 15 à 44 ans. Alors que dans les pays 

en voie de développement, le taux de contamination par Campylobacter varie de 5 à 20 %. La 

campylobactériose peut toucher tous les groupes d'âge, bien qu'elle affecte principalement les 

patients en bas âge. Dans ces pays, Campylobacter est de plus en plus impliqué dans les retards 

de croissance des enfants de moins de 2 ans (193,196,206,207). 

Certains aspects de l'épidémiologie des infections à Campylobacter chez les humains sont bien 

établis : les bactéries colonisent naturellement le tube digestif de nombreux animaux tels que les 

oiseaux sauvages ou domestiques (volailles) qui ont été identifiés à plusieurs reprises comme la 

source principale d'infections humaines, quelle que soit la région géographique (208–210), ainsi 

que les mammifères tels que les chats, les chiens ou encore les bovins et les ovins (211). La viande 

de volaille est considérée parmi les plus importantes sources de contaminations par 

Campylobacter soit directement ou indirectement présentant ainsi 60% des cas signalés. En 

revanche, les voies et les sources environnementales de contamination de l’homme par 

Campylobacter (par exemple l'eau non traitée, le lait non pasteurisé et le sol) sont ainsi très 

diverses et moins bien comprises, et ces sources ont été estimées comme responsables de 4 à 20 

% des cas cliniques (208–210,212–214). Les sources de contamination  

 

4. Pathogénicité et maladies 

Campylobacter a des mécanismes de survie complexes et pas encore complètement 

connus pour surpasser les barrières de l'hôte et provoquer des maladies chez l'homme. Il faut 

cependant souligner que les études sur la pathogenèse de Campylobacter sont généralement 

réalisées sur C. jejuni (215). 

La colonisation de l'hôte, l'adhésion et l'invasion des cellules épithéliales eucaryotes par C. jejuni 

nécessitent une chimiotaxie et une motilité flagellaire. L'acquisition du fer, la résistance aux 
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acides gastriques et aux sels biliaires et la défense contre le stress oxydatif sont importantes pour 

la croissance et la survie de la bactérie. Les toxines bactériennes Cdt pour «Cytolethal distending 

toxin» provoquent les réponses inflammatoires et les dommages tissulaires (177,216). 

De nombreux facteurs putatifs de survie et de virulence sont considérés comme importants pour 

la pathogenèse et l'induction de la gastro-entérite par C. jejuni. Plusieurs gènes ont été identifiés 

comme des facteurs importants pour l'expression de la pathogénicité. Les gènes flaA (gène de la 

flagelline A), dnaJ, racR et cadF (gène de l'adhésine) sont les gènes impliqués dans la colonisation 

et l'adhérence. Les gènes iamA (gène A associé à l'invasion), virB11 (plasmide de virulence) et ciaB 

sont les gènes associés à l'invasion. cgtB et wlaN (β-1,3-galactosyltransférases) sont identifiés 

comme les gènes impliqués dans la production de lipopolysaccharides et cdtC, cdtB et cdtA, 

(cytolethal distending toxins C, B, and A) sont des gènes de virulence importants pour l'expression 

et la production des cytotoxines (41,217–220). 

La dose infectieuse par Campylobacter est faible et il a été rapporté qu'aussi peu que 800 cellules 

peuvent causer la maladie (221). Les infections à Campylobacter sont plus fréquentes chez les 

immunodéprimés, les personnes âgées et les enfants (184,196,217). C. jejuni peut provoquer un 

grand nombre de maladies allant d'une colonisation asymptomatique ou une diarrhée légère, non 

inflammatoire et autolimitée à une diarrhée sévère, inflammatoire et sanglante associée à de 

fortes douleurs abdominales, qui peut durer quelques semaines. Elle a également été associée à 

des cas de bactériémie, d'endocardite, de méningite, d'infection des voies urinaires et d'autres 

maladies extra-intestinales, notamment le syndrome de Guillain-Barré et le syndrome de Miller-

Fisher. Les complications post-infectieuses sont rares: environ 1 % des patients développent une 

arthrite réactive et environ 0,1 % présentent le syndrome de Guillain-Barré (222–224). 

 

5. Caractéristiques génétiques  

La souche NCTC 11168 de C. jejuni a été isolée d'un patient atteint de campylobactériose en 

1977. La séquence du génome de C. jejuni NCTC11168 a été publiée pour la première fois en 2000. 

Ce génome a été réannoté en 2007 pour inclure des références et des méthodologies plus 
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récentes (225). Au cours de la dernière décennie, les génomes complets d’autres souches de 

référence (NCTC 11828, 81-176, RM1221) ont été séquencés. Une grande partie de la séquence 

complète a été conservée dans ces souches, mais leurs génomes sont différents dans plusieurs 

points (226–228). La détermination de la séquence complète du génome de plusieurs souches de 

C. jejuni a annoncé le début d'une nouvelle ère de recherche sur cette bactérie (192,225,229). 

C. jejuni possède un chromosome circulaire de 1 641 481 pb (30,6 % G+C), dont 94,3 % sont 

désignés pour coder des protéines (Figure 13). Il est présent en une seule copie dans la cellule. Le 

génome de cette bactérie est exceptionnel puisqu'il ne contient pratiquement pas de séquences 

d'insertion ou de séquences associées à des phages et très peu de séquences répétées(192). 

 

 

Figure 13. –  Représentation circulaire du génome de C. jejuni (D’après (192))  

De l'extérieur vers l'intérieur, le premier cercle montre les séquences codantes transcrites dans le sens des 

aiguilles d'une montre en vert foncé ; le second montre les séquences codantes dans le sens inverse des 
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aiguilles d'une montre en vert pâle. L'origine putative de la réplication est marquée. Le troisième montre 

les positions des séquences hypervariables en noir, et les quatrième et cinquième montrent les gènes 

impliqués dans la production des structures de surface : dans le sens des aiguilles d'une montre en rouge 

foncé et dans le sens inverse en rouge pâle. La partie intérieure de l'histogramme montre la similarité de 

chaque gène avec son orthologue H. pylori, lorsqu'il est présent ; la hauteur de la barre et l'intensité de la 

couleur sont proportionnelles au degré de similarité. Les groupes de gènes responsables de la biosynthèse 

du LOS (lipo-oligosaccharides), de la biosynthèse de l'EP (polysaccharide extracellulaire) et de la 

modification du flagelle sont marqués. 

 

Chaque souche possède des particularités qui la différentie. Par exemple, le génome de C. jejuni 

NCTC 11168 est dépourvu d'insertions, de plasmides ou de transposons, ce qui constitue un 

caractère distinctif de cette souche (192). Le génome de C. jejuni RM1221 est composé de 94% 

de séquence codante et contient quatre éléments génétiques intégrés dont trois d’origine 

phagique et un correspondant à un ilot génétique. En revanche, une caractéristique unique du 

génome de C. jejuni NCTC11828 est la duplication d'une région de 6,5 kb, ce qui n'est pas présent 

ni dans les séquences génomiques des souches de C. jejuni NCTC11168 ni dans celles de RM1221 

(192,228,230). C. jejuni 81-176 porte deux gros plasmides nommés pVir et pTet et ne présente 

pas d’insertion d’éléments génétiques d’origine phagique (231,232). 

La plupart des souches de C. jejuni sont naturellement compétentes et capables d’acquérir des 

fragments d’ADN exogènes présents notamment dans l’environnement et de les incorporer à son 

génome, et le phénomène de recombinaison est très fréquent et constitue le principal facteur de 

diversité(233–235). 
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Problématique et Objectifs  

 

Les protéines Xer sont capables d'interagir avec des sites dif génomiques pour résoudre des 

dimères de chromosomes, avec des sites pour résoudre des dimères de plasmides, et avec divers 

sites sur des éléments mobiles pour les insérer et les exciser vers et depuis le génome bactérien. 

Cela rend la famille des recombinases Xer exceptionnellement diverse en termes de fonction et 

de spécificité parmi les recombinases spécifiques de site. Une spécificité qui rend cette famille 

intéressante et incite à explorer ses composants et à comprendre son mécanisme de 

fonctionnement. 

Malgré plusieurs études sur différents systèmes de recombinaison à une seule recombinase Xer, 

le mécanisme et la régulation de ces recombinases restent toujours peu clairs. Pour XerH/difH en 

particulier, l'étude de Leroux et ses collègues a élucidé le mécanisme de recombinaison dans 

C.jejuni (156). Cependant, plusieurs questions relatives à la recombinaison de XerH restent sans 

réponse. Les exigences exactes d'un site difH fonctionnel en termes de longueur et de séquence 

n'ont pas été testées ; plus précisément, les études antérieures sur difH de C.jejuni n’ont jamais 

révélé la taille exacte de son espaceur ou le site de clivage précis de XerH sur difH. En plus, les 

séquences indispensables pour que l’interaction XerH/difH soit achevée n'ont jamais été 

identifiées. 

Dans cette caractérisation moléculaire de XerH, je cherche à comprendre le mécanisme 

spécifique de la recombinaison XerH/difH, en particulier comment ce système peut être régulé 

en termes de liaison et de clivage, et ce qui est nécessaire pour que la réaction de recombinaison 

soit fiable. Des mutants de site difH ont été utilisés afin de mettre en évidence l’importance des 

nucléotides de sites de liaison, site de clivage ainsi que la région centrale du site difH dans la 

réaction de liaison et de clivage. Le choix des nucléotides mutés a été basé sur deux paramètres: 

leur degré de conservation chez les bactéries et leurs influences sur les réactions de 

recombinaison d’autres systèmes Xer. Je voulais découvrir quelles sont les exigences exactes pour 

un site de recombinaison difH fonctionnel, comment XerH interagit avec difH, quelle est la nature 
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de la liaison XerH/difH et quels sont les autres facteurs qui pourraient être nécessaires pour ce 

processus. 

Nos objectifs spécifiques sont : 1) identifier avec précision les sites de liaison et de clivage de XerH 

sur le site difH in vitro par des expériences EMSA en utilisant des protéines purifiées et des 

substrats d'ADN marqués par fluorescence 2) identifier les déterminants importants de la 

séquence difH nécessaires pour la liaison et le clivage de XerH en utilisant des sites difH créés par 

mutagenèse dirigée, des fragments de PCR marqués et des substrats suicide "entaillés". 
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Matériel et méthodes  

Souches bactériennes et plasmides 

L'ADN génomique de la souche C. jejuni RM1221 a été fourni par notre collection 

universitaire. Le gène XerH a été amplifié par PCR à partir de l’ADN génomique de C.jejuni, cloné 

dans le plasmide pQE30 et a été introduit par transformation dans des cellules E.coli T7 express.  

Le gène difH a été amplifié par PCR et cloné dans le site SmaI du vecteur pUC19. Ces techniques 

ont été décrites par Leroux et al.(156). Les souches E. coli turbo et DH5α (NEB) ont été utilisées 

pour le clonage et la purification des plasmides contenant le site difH et les variants du difH. 

Toutes les souches bactériennes et les plasmides utilisés dans cette étude sont énumérés dans le 

tableau 1.  

 

Tableau 1. –   Souches et plasmides utilisés  

Souches Caractéristiques et/ou génotype Source 

E. coli  T7 lysY/Iq 

Souche de surexpression de 

protéine 

MiniF lysY lacIq(CamR) / fhuA2 
lacZ::T7 gene1 [lon] ompT gal sulA11 

R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 [dcm] 
R(zgb-210::Tn10--TetS) endA1 

Δ(mcrC-mrr) 114::IS10  

 

NEB 

E. coli  DH5α 

Souche de clonage 

supE44 ΔlacU169 (ϕ80 lacZΔM15) 

hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 

relA1 

 

NEB 
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Turbo Competent E. 

coli  

F' proA+B+ lacIq ∆lacZM15 

/ fhuA2  ∆(lac-proAB)  glnV galK16 

galE15  R(zgb-

210::Tn10)TetS  endA1 thi-1 ∆(hsdS-

mcrB)5  

NEB 

Plasmides   

pUC19 Vecteur de clonage NEB 

pQE30 Vecteur de clonage NEB 

 

 

Conditions de croissance bactérienne et manipulation d’ADN 

Les souches d'E. coli ont été cultivées dans du bouillon Luria-Bertani (LB) et étalées sur de 

la gélose LB ou dans un milieu Super Optimal Broth (SOB). Au besoin, les antibiotiques suivants 

ont été ajoutés aux milieux de croissance : ampicilline (100 μg/ml), kanamycine (50 μg/ml) et 

tétracycline (10 μg/ml). La croissance des bactéries a été suivie en mesurant l’absorbance de la 

suspension à la longueur d'onde de 600 nm (OD600). Pour la production de protéines, les cellules 

ont été cultivées dans un milieu auto-inductible(236). 

La souche C jejuni a été ensemencée sur de la gélose au sang et incubée dans des conditions 

capnophiles (8-10% CO2, 5-10% oxygène) à 37°C dans une jarre anaérobique. L'ADN génomique 

de C. jejuni a été extrait en utilisant le kit DNeasy Tissue (Qiagen). Les plasmides ont été extraits 

à l'aide du kit QIAquick miniprep (Qiagen). 

Les enzymes de restriction, les ADN polymérases et l'ADN ligase T4 ont été commandées auprès 

de New England Biolabs (NEB) et utilisées conformément aux instructions du fabricant.  
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Les oligonucléotides 

Tous les oligonucléotides utilisés dans cette étude ont été achetés auprès d'Alpha DNA et ont 

été remis en suspension dans de l'eau distillée ou du tampon TE jusqu'à une concentration finale 

de 1mM ou 100 μM. Les oligonucléotides utilisés comme amorces de PCR sont répertoriés dans 

le tableau 2. La température de fusion des amorces a été estimée à l'aide de l'outil Tm Calculator 

(https://tmcalculator.neb.com). 

 

Tableau 2. –  Amorces pour les réactions PCR  

Amorce ou 

oligonucléotides  
Séquence Source 

CjXerH-F CGG GATCCATGAAATACCCTTTAGATTGTGAAG (156) 

CjXerH-R CGCTGC AGTCAAGAGTCACTTAATTCCTTTG (156) 

cjdifH-F AAGGTAAAATCATAAAAGTATGTAAAAATAGTAGC (156) 

cjdifH-R ATATTTTTATTAAATAAATCTTATATCAATCATAAAAAGA (156) 

M13-F GTTTTCCCAGTCACGAC Alpha DNA 

M13-R CAGGAAACAGCTATGAC Alpha DNA 

Ftsk-F GAGGAGAAATTAACTATGGCTTTAATG Cette étude 

Ftsk-R TTACAAGATTTCCCTTTGTCCTT Cette étude 

Ftsk-BamHI-F CTTGTAAGGATCCATGGCTTTAATGGCAAAATC Cette étude 

Ftsk-PstI-R GGATCCCTGCAGTTACAAGATTTCCCTTTGTC Cette étude 

Amorces utilisées 

pour la 

mutagenèse 

dirigée 

 

 

difH-M1-F ATTTTTATATGAAAACTGTAATTTTCATTGATTTTA Cette étude 

difH-M1-R AAAAAATTATGAAAATTACAGTTTTCAAAACTAAAA Cette étude 

difH-M2-F ATTTTGTATAGAAAACTGTAATTTTCTAACTTTTTA Cette étude 

difH-M2-R AAAAAAGTTAGAAAATTACAGTTTTCTATACAAAAA Cette étude 

https://tmcalculator.neb.com/
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difH-M3-F ATTTTGTATTCAAAACTGTAATTTTGAAACTTTTTTA Cette étude 

difH-M3-R AAAAAAGTTTCAAAATTACAGTTTTGAATACAAAA Cette étude 

difH-M4-F ATTTTGTATTGTAAACTGTAATTTACAAACTTTTTTA Cette étude 

difH-M4-R AAAAAAGTTTGTAAATTACAGTTTACAATACAAAAA Cette étude 

difH-M5-F ATTTTGTATTGATAACTGTAATTATCAAACTTTTTTA Cette étude 

difH-M5-R AAAAAAGTTTGATAATTACAGTTATCAATACAAAAA Cette étude 

difH-M6-F ATTTTGTATTGAATACTGTAATATTCAAACTTTTTTA Cette étude 

difH-M6-R AAAAAAGTTTGAATATTACAGTATTCAATACAAAAA Cette étude 

difH-M7-F ATTTTGTATTGAAATCTGTAAATTTCAAACTTTTTTA Cette étude 

difH-M7-R AAAAAAGTTTGAAATTTACAGATTTCAATACAAAAA Cette étude 

difH-M8-F ATTTTGTATTGAAAAGTGTATTTTTCAAACTTTTTTA Cette étude 

difH-M8-R AAAAAAGTTTGAAAAATACACTTTTCAATACAAAAA Cette étude 

difH-M9F ATTTTGTATTGAAAACCTGCATTTTCAAACTTTTTA Cette étude 

difH-M9-R AAAAAAGTTTGAAAATGCAGGTTTTCAATACAAAAA Cette étude 

difH-M10-F ATTTTGTATTGAAAACTGCAGTTTTCAAACTTTTTTA Cette étude 

difH-M10-R AAAAAAGTTTGAAAACTGCAGTTTTCAATACAAAA Cette étude 

difH-M11-F ATTTTGTATTGAAAAACTGTAATTTTCAAACTTTTTA Cette étude 

difH-M11-R AAAAAAGTTTGAAAATTACAGTTTTTCAATACAAAAA Cette étude 

Oligonucléotides 

(utilisés dans les 

expériences de 

substrat de 

suicide) 

 

 

difH-WT-BN 

difH-WT-TS AATTTTGTATTGAAAACTGTAATTTTCAAACTTTTT (156) 

difH-WT-

BSR 
AAAAAAGTTTGAAAATTA 

(156) 

difH-WT-

BSL 
CAGTTTTCAATACAAAAT 

(156) 

difH- WT-TN difH-WT-BS 
AAAAAAGTTTGAAAATTA 

CAGTTTTCAATACAAAAT 

(156) 
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difH-WT-

TSR 
TAATTTTCAAACTTTTT 

(156) 

difH-WT-

TSL 
ATTTTGTATTGAAAACTG 

(156) 

difH-M3-RHS 

difH-M3-R-

TS 
TAATTTTGAAACTTTTT 

Cette étude 

difH-M3-

LR-BS 
AAAAAGTTTCAAAATTACAGTTTTGAATACA 

Cette étude 

difH-M3-LHS 

difH-M3-L-

TS 
ATTTTGTATTCAAAACTG 

Cette étude 

difH-M3-

LR-BS 
AAAAAGTTTCAAAATTACAGTTTTGAATACA 

Cette étude 

difH-M10-RHS 

difH-M10-

R-TS 
CAGTTTTCAAACTTTTT 

Cette étude 

difH-M10-

LR-BS 
AAAAAGTTTGAAAACTGCAGTTTTCAATACA 

Cette étude 

difH-M11-LHS 

difH-M11-

L-TS 
ATTTTGTATTGAAAAACTG 

Cette étude 

difH-M11-

LR-BS 
AAAAAGTTTGAAAATTACAGTTTTTCAATA 

Cette étude 

 

 

Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

Les amplifications par PCR ont été effectuées en utilisant les amorces énumérées dans le 

tableau 2, avec une concentration de stock d'amorces de 10 μM, remises en suspension dans de 

l'eau distillée et stockées à -20 °C lorsqu'elles ne sont pas utilisées. Les réactions d'amplification 

ont été réalisées à l'aide d'un thermocycleur PCR à gradient Labnet MultiGene™ (Mandel 

Scientific) avec l'ADN polymérase High Fidelity Phusion (NEB) ou l'ADN polymérase Q5 (NEB) 

conformément aux instructions du fabricant. Tous les substrats d'ADN ont été récupérés et 
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purifiés par des procédures conventionnelles utilisant le kit de purification GeneJet plasmid 

miniprep ou GeneJet PCR de ThermoFisher. La concentration d'ADN a été déterminée par 

spectroscopie ultraviolette (UV) à 260 nm à l'aide d'un appareil NanoDrop (Thermo Scientific) et 

par fluorimétrie QuBit (Invitrogen). 

Tous les produits PCR clonés ont été vérifiés par séquençage à la plateforme génomique de l'IRIC 

de l'Université de Montréal. 

 

Mutagenèse dirigée 

Les mutants de difH ont été créés par mutagenèse dirigée en utilisant le kit de mutagenèse 

dirigée Q5 (NEB) avec les amorces listées dans le tableau 2 et utilisées selon les conditions du 

fournisseur. Les mutations ont été introduites par PCR où les amorces contenaient le changement 

souhaité flanqué de 10 à 25 nucléotides de chaque côté du mésappariement. Les amorces ont 

été conçues de telle sorte que chaque demi-site flanquant le mésappariement ait une 

température de fusion de 58 °C, la température de fusion de l'amorce complète étant proche de 

68°C. Les amorces utilisées ont été phosphorylées en 5' par le fabricant. Une seule amorce 

contenant la mutation souhaitée a été utilisée dans chaque PCR (avec deux amorces utilisées en 

parallèle pour chaque cible de mutagenèse comme indiqué dans le tableau 2), ce qui a entraîné 

l'amplification d'un plasmide simple brin, ligaturé par la Taq DNA ligase dans la même réaction. 

Les produits de la réaction ont été purifiés à l'aide du kit de purification QIAquick PCR (QIAGEN) 

selon les instructions du fabricant et élués dans de l'eau distillée. Afin de dégrader tout l'ADN 

plasmidique restant, l'échantillon a été incubé avec 2 μl de tampon FastDigest 10x et 2 μl 

d'enzyme de restriction FastDigest DpnI (les deux provenant de Thermo Scientific). 5μl de 

l'échantillon ont ensuite été transformés dans des cellules compétentes E. coli, où le plasmide 

simple brin a été répliqué par la machinerie de réplication de l'hôte, et étalé sur LB contenant les 

antibiotiques appropriés. Le résultat de la mutagenèse a été validé par le séquençage des 

plasmides double brin obtenus. 
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Surexpression et purification des protéines 

Les protéines XerH ont été exprimées en tant que protéines de fusion 6X-His à l'extrémité N-

terminale en utilisant le plasmide pQEXerH introduit dans des cellules T7 express. Après une 

croissance pendant une nuit, 1 ml d'une culture de 5 ml de bouillon LB de ces cellules a été utilisé 

pour inoculer 100 ml de milieu autoinductible en ajoutant 2 mM MgSO4 et 100 µg/m ampicilline 

(236). Après 16-18 heures de croissance à 37°C, les cellules ont été récoltées et remises en 

suspension dans un tampon de lyse (50 mM NaH2PO4 pH 8.0, 300 mM NaCl, 10mM imidazole 

avec un ajout des inhibiteurs de protéase de Pierce). Du lysozyme a été ajouté à 1 mg/ml et la 

solution a été incubée sur glace pendant 30 min. Cette étape a été suivie de 6 impulsions de 

sonication (10 secondes) séparées par des intervalles de 10 secondes et d’une centrifugation à 

20.000 x g pendant 20 min. Le lysat a ensuite été centrifugé à 10 000 x g pendant 20 à 30 min à 

4°C. Le surnageant a été recueilli et les protéines exprimées ont été purifiées par 

chromatographie d'affinité Ni-NTA (Qiagen) selon les instructions du fabricant. Une protéine 

soluble d'une taille de 41 kDa a été purifiée. La pureté et la surexpression des protéines ont été 

détectées par SDS-PAGE sur des gels de 14,5 % et visualisées par coloration au bleu de Coomassie. 

La concentration en protéines a été déterminée à l'aide de la méthode de Bradford et de la 

fluorimétrie QuBit. 

 

Expériences de retard sur gel (EMSA) 

Des expériences de retard sur gel (EMSA) ont été réalisées en utilisant des fragments d'ADN 

spécifiques préalablement clonés dans pUC19 et qui ont été marqués en effectuant une PCR avec 

des amorces M13-F et M13-R marquées au 5′-6-HEX. Ces fragments d'ADN marqués (avec une 

concentration constante de 20 ng) ont été incubés à 37 °C dans un tampon de liaison TENg 1× (20 

mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 25mM NaCl, and 5% glycerol), 10μg d'ADN de sperme de 

saumon et diverses concentrations de recombinases XerH. Après 2h d'incubation, les mélanges 

réactionnels ont été chargés dans un gel de polyacrylamide natif à 5 % qui avaient été mis sous 

tension pendant 1 h dans 0,5× Tris-borate-EDTA à 100 V. Les fragments d'ADN ont été visualisés 

à l'aide d'un imageur Typhoon 9410 et analysés par le logiciel ImageQuant (GE Healthcare). 
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Réactions avec les substrats suicides  

Les substrats utilisés dans cette expérience étaient des substrats suicide contenant une 

entaille dans soit dans le brin supérieur ou le brin inférieur de la région centrale. Ces substrats 

suicidaires ont été créés par assemblage de trois oligonucléotides, qui correspondent à un site 

complet en rassemblant les deux moitiés (gauche et droite), soit du brin supérieur ou inférieur, 

et soient les brins supérieurs ou inférieurs complets. Pour les substrats demi-sites, seuls deux 

oligonucléotides ont été utilisés, correspondant au côté gauche ou droit du site difH. Le mélange 

des oligonucléotides a été incubé pendant 2 minutes dans un annealing buffer (10 mM Tris, pH 

8.0, 50 mM NaCl, 1 Mm EDTA) à 95°C. Ensuite, il a été refroidi progressivement à la température 

de la pièce pendant 45 minutes.  

Les réactions de clivage ont été réalisées dans un tampon TDMNG (50mM Tris pH 7,5, 5mM DTT, 

75mM MgCl2, 25mM NaCl et 25% de glycérol) contenant 25 à 30μM d’ADN de substrat ou demi-

substrat en présence de 1,25 mM de XerH. Les mélanges ont été incubés pendant 60 min à 37°C. 

Les réactions ont été arrêtées en ajoutant 5μl du SDS 2% et 5μl de Orange loading dye (NEB), et 

en chauffant le mélange par la suite à 100 °C pendant 5 min. Les échantillons ont ensuite été 

chargés dans un gel TBE à 6 % en présence de 0,1 % de SDS. Les gels ont été scannés dans un 

imageur Typhoon 9410, et les images ont été analysées par le logiciel IMAGEQUANT (GE 

Healthcare). 

Le site de clivage de XerH sur difH a été recherché en utilisant des substrats suicides marqués 

au FITC en 3'. Le mélange de la réaction a été préparé dans 20 μl de tampon TDMNG en présence 

de concentrations variables de XerH en présence de 10μg d'ADN de sperme de saumon. Après 

une incubation de 4 heures à 37°C, les réactions ont été arrêtées en utilisant avec 20μl de 

formamide, incuber le mélange à 75°C pendant deux minutes. Les échantillons ont ensuite été 

chargés dans un gel polyacrylamide à 20% avec de l'urée 6M, et scannés avec un imageur 

Typhoon. Les échelles de poids moléculaire ont été préparées par dégradation chimique des 

oligonucléotides 3' marqués au FITC selon le protocole de séquençage chimique G+A (237). 
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Résultats 

Activité de liaison de XerH sur les mutants difH 

Afin de confirmer la formation d’un complexe stable entre la recombinase XerH et le site difH, 

la liaison de XerH à ce site a été testée par EMSA. La protéine XerH de C. jejuni a été surexprimée 

et purifiée sous forme de protéine de fusion 6x-His pour être utilisée dans des tests de liaison 

avec Le site difH. Le site de recombinaison a été amplifié et marqué au 5' 6-HEX par PCR. Une 

quantité constante d'ADN marqué a été incubée à 37°C avec XerH comme décrit dans Matériel et 

Méthodes. Pour éviter les interactions non spécifiques, de l'ADN de sperme de saumon a été 

ajouté à chaque réaction. La liaison au site difH a été détectée, et deux bandes retardées ont été 

observées (Figure 14).  

 

 

Figure 14. –  Formation du complexe XerH-difH par EMSA.  

Les bandes observées correspondent à l'ADN libre, l'ADN lié à un monomère de XerH, ou l'ADN lié à deux 

monomères de XerH comme indiqué par les schémas sur le côté gauche du gel. Tous les gels contenaient 

des dilutions de la protéine XerH à un facteur de 2, allant de 2680 nM (puits 1) à 42 nM (puits 7). 20 ng de 

produit PCR purifié ont été utilisés dans chaque réaction de liaison. 
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En raison de leur taille supérieure à celle de l'ADN seul, les complexes XerH-ADN devraient 

présenter une migration plus lente sur un gel en position plus élevée. Dans cette expérience, deux 

complexes plus grands sont apparus de manière séquentielle : à des concentrations de protéines 

plus faibles, un seul complexe (bande inférieure) a été formé, tandis que lors de l'ajout d’une 

quantité supérieure de XerH, la bande d'ADN libre a disparu et le second complexe (bande 

supérieure) est apparu. Le fragment retardé migrant plus lentement représente deux 

recombinases liées au site dif et est à peine visible à une concentration de 670 nM (Figure 14, 

puits 3) ; le fragment retardé migrant plus rapidement est visible à toutes les concentrations 

utilisées, sauf à 2680 nM (Figure 14, puits 2 à 6) et représente une recombinase liée à un seul côté 

du site. À la plus forte concentration de XerH de 2680 nM (Figure14, puits 1), la bande supérieure 

était la plus importante des deux complexes et tout l’ADN libre a disparu. L’apparition des bandes 

supplémentaires à fortes concentrations de XerH est probablement due à des interactions non 

spécifiques entre l’ADN et la protéine. La liaison des deux monomères semble être coopérative 

étant donné que le complexe de dimères a été formé efficacement même avec des rapports 

protéine/ADN qui ne saturent pas le complexe monomère. 

Cette réaction a été déjà mise en évidence pas Leroux et al.(156). Les résultats obtenus ci-dessous 

seront comparés avec celui-là.  

 

1. Mutations introduites dans le site difH 

Afin d'élucider davantage les régions du site difH qui sont spécifiquement requises pour 

une liaison ainsi qu’un clivage efficace, et éventuellement de mettre en lumière les séquences 

indispensables pour ces réactions, une analyse de la réaction de liaison de XerH sur des sites difH 

mutés a été réalisée par EMSA. Le choix des nucléotides mutés a été basé sur deux paramètres : 

leur degré de conservation chez les bactéries et leurs influences sur les réactions de 

recombinaison d’autres systèmes Xer. Les mutations ont été introduites dans le site difH par 

mutagenèse dirigée. Le site difH cloné dans pUC19 a été amplifié par PCR en utilisant des amorces 

avec des sites difH mutés (Tableau 2). Les produits obtenus après traitement avec le kit de 
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mutagenèse dirigée fourni par NEB ont été incubés avec la protéine XerH. Les mutations choisies 

pour être introduites dans le site difH sont présentées dans la Figure 15. 

 

 

Figure 15. –  Séquences des mutations introduites dans le site difH.  

Le site original de difH de C.jejuni a été utilisé  comme base pour la mutagenèse. Seul le brin supérieur est représenté. 

Les nucléotides conservés de difH sont représentés en bleu. Les nucléotides en rouge sont mutés par rapport à la 

séquence originale présentée en haut (WT). 

 

Plusieurs études ont montré l’importance de certaines nucléotides conservés du site difH dans la 

réaction de liaison et de clivage de XerH. Cette importance nous a encouragé à choisir ces 

nucléotides comme cible de mutation pour tester leurs effets sur l’interaction de XerH avec difH 

(liaison et clivage). Ces mutations ont été classées en trois groupes : mutations au niveau des 

WT 

 

ATTTTGTATTGAAAACTGTAATTTTCAAACTTTTTTA 

 

  

M1 ATTTTAATATGAAAACTGTAATTTTCATTGATTTTTA 

M2 ATTTTGTATAGAAAACTGTAATTTTCTAACTTTTTTA 

M3 ATTTTGTATTCAAAACTGTAATTTTCAAACTTTTTTA 

M4 ATTTTGTATTGTAAACTGTAATTTACAAACTTTTTTA 

M5 ATTTTGTATTGATAACTGTAATTATCAAACTTTTTTA 

M6 ATTTTGTATTGAATACTGTAATATTCAAACTTTTTTA 

M7 ATTTTGTATTGAAATCTGTAAATTTCAAACTTTTTTA 

M8 ATTTTGTATTGAAAAGTGTATTTTTCAAACTTTTTTA 

M9 ATTTTGTATTGAAAACCTGCATTTTCAAACTTTTTTA 

M10 ATTTTGTATTGAAAACTGCAGTTTTCAAACTTTTTTA 

M11 ATTTTGTATTGAAAAACTGTAATTTTCAAACTTTTTTA 
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séquences de liaison (M1 et M2), mutations au niveau du site de clivage (M3, M4 et M5) et 

mutations au niveau de la région centrale (M6, M7, M8, M9, M10 et M11) du difH. 

Les mutants créés par mutagenèse dirigée ont été testés. Les onze expériences EMSA ont été 

réalisées en utilisant la même gamme de concentration de protéine qui assurait une liaison totale 

de XerH à difH-WT allant de 42 à 2680 nM, avec des concentrations égales d'ADN (20ng/μL) et de 

sperme de saumon (10ng/μL). Les mêmes conditions de réaction ont été respectées. 

 

2. Modification des sites de liaison 

Chez toutes les bactéries qui utilisent le système de recombinaison Xer, la recombinase 

Xer doit être en contact étroit avec les deux bras de l’ADN afin qu’elle puisse commencer la 

réaction de clivage. En effet, les séquences du site dif consacrées pour la liaison semblent être 

parmi les plus conservées chez les bactéries. Ceci nous a amené à introduire des mutations dans 

ces séquences en modifiant les nucléotides conservés faisant partie des bras de liaison utilisés 

par XerH pour se fixer sur difH. Deux mutations du site de liaison de XerH sur difH (M1 et M2) ont 

été choisies en se basant sur les résultats trouvés par d’autres auteurs montrant leur influence 

sur l’interaction entre XerH et difH chez H.pylori ainsi qu’entre XerS et difSL de S.suis. Les résultats 

obtenus sur le gel SDS-PAGE en utilisant les sites mutés difH(M1) et difH(M2) sont présentés dans 

la Figure 16.  
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a) difH-M1 

 
5’-ATTTTAATATGAAAACTGTAATTTTCATTGATTTTTA-3’ 

3’-TAAAATTATACTTTTGACATTAAAAGTAACTAAAAAT-5’ 

b) difH-M2 

 
5’-ATTTTGTATAGAAAACTGTAATTTTCTAACTTTTTTA-3’ 

3’-TAAAACATATCTTTTGACATTAAAAGATTGAAAAAAT-5’ 

  
 

Figure 16. –  Effet des mutations introduites au niveau du site de liaison de difH  

a) Mutation M1 dans difH-M1. b) Mutation M2 dans difH 

 

Les mutations introduites dans le site de liaison ont touché essentiellement les nucléotides qui 

ont été identifiés comme indispensables à la liaison d’autres systèmes Xer chez d’autres bactéries 

à savoir la mutation M1 (AATA au lieu de GTAT) avec laquelle 4 nucléotides du bras gauche et 

droit ont été touchés (Figure 15). Les résultats de migration sur gel étaient surprenants : aucun 

produit de liaison n’a été détecté sur gel ce que signifie que cette mutation abolit complètement 

la réaction de liaison de XerH sur difH. Ce résultat n’a jamais été observé avec d’autres systèmes 

Xer. La deuxième mutation M2 du difH qui a été choisie pour être testé en présence de XerH a 

touché la thymine T7', celui qui est adjacent au site de clivage prédit de la recombinase XerH. La 

mutation de ce nucléotide a bloqué la réaction de clivage chez H.pylori ce qui prouve son 

importance pour achever la réaction de recombinaison. Le résultat du EMSA a révélé la formation 

d’un faible complexe II et une présence indétectable du complexe I.  
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3. Modification du site de clivage 

Il existe une corrélation entre la courbure de l'ADN et l'activité de clivage, un facteur 

critique pour les recombinases à tyrosine et particulièrement important pour les recombinaisons 

à une seule protéine. Cette notion fait de la réaction de liaison un facteur déterminant pour 

accomplir la réaction de clivage d’où l’importance de trouver les nucléotides déterminants pour 

la liaison de XerH au niveau du site de clivage. Pour tester l’effet spécifique du changement d’une 

seule paire de base au niveau de site de clivage, la mutation M3 a été créée. Des mutations avec 

d’autres paires de bases situées au niveau du site de clivage ont été conçues (M4 et M5). L’effet 

de ces modifications a été observé sur les gels de la Figure 17.  



64 
 

 

Figure 17. –  –Effet des mutations introduites au niveau du site de clivage de difH (M3, M4 et M5) 

 

Le site de clivage précis de la recombinase XerH sur le site difH chez C.jejuni est toujours inconnu. 

Une comparaison de son système avec celui des autres bactéries apparentées, nous a servi à 

prédire dans quelle région de la séquence difH ce site pourrait être. Pour cette raison, nous avons 

choisi de créer les mutations M3, M4 et M5 en émettant l’hypothèse que XerH clive difH dans 

cette région. En analysant les résultats obtenus, nous avons remarqué : une réduction de la 

a) difH-M3 

 
5’-ATTTTGTATTCAAAACTGTAATTTTCAAACTTTTTTA-3’ 

3’-TAAAACATAAGTTTTGACATTAAAAGTTTGAAAAAAT-5’ 

b) difH-M4 

 
5’-ATTTTGTATTGTAAACTGTAATTTACAAACTTTTTTA-3’ 

3’-TAAAACATAACATTTGACATTAAATGTTTGAAAAAAT-5’ 

  

 

c) difH-M5 

 
5’-ATTTTGTATTGATAACTGTAATTATCAAACTTTTTTA-3’ 

3’-TAAAACATAACTATTGACATTAATAGTTTGAAAAAAT-5’ 
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formation du complexe II en présence de la mutation M3; de même, il semble que les 

modifications introduites en créant la mutation M4 inhibent la formation du complexe I et seul le 

complexe II était capable d’apparaitre ( donc une plus grande quantité d'ADN libre en bas des 

gels); en présence de la mutation M5 le profil de migration des bandes est similaire à celui observé 

avec un site difH non muté.  

 

4. Modification de la région centrale  

La séquence du nucléotide de la région centrale adjacente au site de clivage a été étudiée 

par plusieurs auteurs vu son importance pour définir l’ordre de clivage et d’échange de brin au 

cours de la recombinaison. Différentes mutations ont été étudiées au niveau de la région centrale 

de difH en modifiant 2 nucléotides à la fois dans chaque mutation (M6, M7et M8). Quatre 

nucléotides ont été touchés pour créer la mutation M9. En ce qui concerne la mutation M10, un 

site de restriction correspondant à l’enzyme PstI a été créé au milieu de la région centrale. La 

mutation M11 a été choisie pour être étudiée en visant à créer un site de recombinaison plus 

large que le site conventionnel. Un tel site pourrait donner plus d’espace à la recombinase XerH 

pour s’installer et se lier au site difH ce qui pourrait améliorer la réaction de clivage. Les résultats 

obtenus en modifiant la région centrale sont illustrés dans la Figure 18.  



66 
 

 

a) difH-M6 

 
5’-ATTTTGTATTGAATACTGTAATATTCAAACTTTTTTA-3’ 

3’-TAAAACATAACTTATGACATTATAAGTTTGAAAAAAT-5’ 

b) difH-M7 

5-’ATTTTGTATTGAAATCTGTAAATTTCAAACTTTTTTA-3’ 

3’-TAAAACATAACTTTAGACATTTAAAGTTTGAAAAAAT-5’ 

  

 

 

c) difH-M8 

 
5’-ATTTTGTATTGAAAAGTGTATTTTTCAAACTTTTTTA-3’ 

3’-TAAAACATAACTTTTCACATAAAAAGTTTGAAAAAAT-5’ 

 

d) difH-M9 

 
5’-ATTTTGTATTGAAAACCTGCATTTTCAAACTTTTTTA-3’ 

3’-TAAAACATAACTTTTGGACGTAAAAGTTTGAAAAAAT-5’ 
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e) difH-M10 

 
5’-ATTTTGTATTGAAAACTGCAGTTTTCAAACTTTTTTA-3’ 

 

3’-TAAAACATAACTTTTGACGTCAAAAGTTTGAAAAAAT-5’ 

f) difH-M11 

 
5’-ATTTTGTATTGAAAAACTGTAATTTTCAAACTTTTTTA-3’ 

 
3’-TAAAACATAACTTTTTGACATTAAAAGTTTGAAAAAAT-5’ 

  
 

 

Figure 18. –  Effet des mutations introduites au niveau de la région centrale de difH (M6, M7, M8, M9, 

M10 et M11) 

 

La région centrale du site difH est riche en AT. Ceci se traduit par une meilleure capacité de 

séparation des brins, ce qui est considéré comme un élément positif pour le clivage. La région 

centrale de difH est très probablement paire et bien que la taille de l’espaceur de difH n’ait pas 

encore été prouvée expérimentalement, l’importance de cette région dans la réaction de liaison 

est considérable vu que les régions les mieux conservées dans difH sont celles situées à l’intérieur, 

près de la région centrale. L'analyse des mutations introduites dans la région centrale montre que 

la modification de deux nucléotides de la région centrale de difH (M6, M8 et M9) sous la 

saturation de XerH (2680 nM) n’a pas influencé la réaction de liaison. Un profil d’interaction 

similaire à celui obtenu avec difH-WT, avec une formation presque égale des complexes I et II a 

été observée. Des exceptions ont été remarquées avec les liaisons de XerH avec des sites difH 

ayant les mutations M7, M10 et M11. La mutation M7 touche un nucléotide hautement conservé, 

donc sa mutation donne un profil de migration qui montre des complexes d'ADN libre persistants 

avec la disparition du complexe I et l’apparition du complexe II avec une faible intensité. Alors 

qu’une réaction de liaison plus faible a été remarquée en présence de la mutation M10 (création 
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d’un site de clivage PstI au sein du site), une réaction plus forte a été détectée en insérant une 

purine de plus dans la séquence de difH. Le produit de cette réaction donne un complexe I faible 

alors que le complexe II est fortement exprimé. 

 

 

Activité de XerH sur les substrats suicide difH 

La réaction de clivage a été réalisée en utilisant des substrats suicides « entaillés » marqués 

au Hex et des protéines His6-XerH. Les substrats étaient formés de trois oligonucléotides qui 

simulaient la séquence difH, contenant soit une entaille supérieure (TN) (à gauche), soit une 

entaille inférieure (BN) (à droite) (Figure 19).  Cette réaction conduit à la formation d'un complexe 

covalent stable résistant au SDS dans des conditions dénaturantes (1% SDS et traitement 

thermique à 100°C). Tous les substrats ont été marqués en 5'avec du 6-Hex (indiqué par le *). Le 

substrat « Top nicked » est marqué en haut à gauche, tandis que le substrat de suicide « Bottom 

nicked» est marqué en bas à droite. 

 

 

Figure 19. –  Représentation schématique des substrats suicides 

 

Lors du clivage, quelques nucléotides sont séparés du brin d'ADN et se diffusent à l'extérieur du 

complexe. Par conséquent, aucun hydroxyle libre en 5' de l'ADN n'est disponible pour poursuivre 

ou inverser la réaction et le complexe libéré pourrait être détecté (Figure 20).  
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Figure 20. –  Activité de XerH sur les substrats de suicide  

Les substrats sont constitués de 3 oligonucléotides annelés, contenant soit une entaille supérieure, soit 

une entaille inférieure (la position de l'entaille est indiquée par le triangle central dans (C)). (A) Le substrat 

à entaille supérieure (TN) était marqué 5' 6-HEX au niveau du résidu A encerclé sur le brin supérieur ; (B) 

Le substrat à entaille inférieure (BN) était marqué 5'-6-HEX au niveau du résidu A encerclé sur le brin 

inférieur. 

 

Seul le complexe ADN-protéine obtenu sera présenté dans les résultats décrites ci-dessous, 

toutes les autres conditions sont identiques pour tous les gels. Les produits de clivage de difH-WT 

et des mutants de difH sont présentés dans la Figure 21. 
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Figure 21. –  Comparaison des produits de clivage entre difH-WT et trois mutants de difH  

Les modifications touchent le site de clivage(M3) et la région centrale (M10 et M11). 

 

 Comme le complexe libéré comprend un lien covalent entre la protéine et l’ADN, la présence 

d’une bande montre l’efficacité du clivage de l’ADN par XerH. Les résultats montrent que la 

protéine XerH purifiée est efficace pour le clivage des deux bras du site difH (Figure 21). En outre, 

ces résultats montrent que le clivage est plus efficace sur le brin inférieur (clivage réalisé par le 

monomère lié au bras gauche de la difH) que celui du brin supérieur (clivage réalisé par le 

monomère lié au bras droit difH). Les mutations introduites ont influencé la réaction du clivage 

du XerH sur difH. La mutation M3 (mutation du site de clivage) a bloqué le clivage sur les deux 

brins soit supérieur et inférieur. Aucune bande n’a été détectée lors de cette réaction. De même, 

en insérant un site de restriction PstI au niveau de la région centrale du site difH (Figure 15), la 

réaction de clivage a été inhibée ce qui explique la faible intensité des bandes présentes sur gel. 

Seule la mutation M11 a amplifié la réaction de clivage, une bande plus dense montre que 

l’insertion d’un nucléotide au niveau de la région centrale du site difH peut améliorer la liaison de 

la recombinase en offrant un site plus grand ce qui donne une meilleure capacité de la protéine 

à cliver le site difH.  
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D’autres expériences ont été effectuées en utilisant des substrats suicides TN ou BN contenant 

un marqueur 3' FITC afin de repérer le site de clivage de XerH sur difH. Des réactions contenant 

une concentration constante de 115 nM de substrat et une quantité croissante de XerH allant de 

1,1, à 4,4 mM ont été incubés pendant quatre heures avant l’électrophorèse sur un gel de 

polyacrylamide TBE-6M Urée à 20%. Les marqueurs de taille qui ont été utilisés ont été générés 

par dégradation chimique de l’oligonucléotide approprié marqué au 3'-FITC. Malheureusement, 

après plusieurs tentatives, le site de clivage de XerH sur difH n’a pas pu être identifié. 

 

Activité de XerH sur les demi-sites difH 

Les demi-substrats suicides étaient formés de « l’annealing » de deux oligonucléotides 

(Tableau 2), correspondant soit à la moitié gauche du site, soit à la moitié droite du site. Le demi-

site gauche était marqué 5′ 6-HEX au premier nucléotide des bases consensuelles sur le brin 

supérieur, le demi-site droit était marqué 5′-6-HEX au dernier nucléotide du brin inférieur. Les 

résultats obtenus avec les demi-substrats suicides sont présentés dans la Figure 22.  
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a)                                                                             b) 

 
 

 

Figure 22. –  Activité de XerH sur le site complet et les deux moitiés-site droite et gauche du difH et 

des mutants M3, M10 et M11 

 

Dans le système XerH/difH, le bras gauche est celui qui possède la liaison et le clivage 

préférentiels. L’étude des mutants avec leurs demi-sites respectifs seuls, soit à gauche, soit à 

droite, a montré que les deux premières mutations (M3 et M10) n’ont pas affecté la préférence 

de liaison alors que celle qui correspond à une insertion d’un nucléotide au niveau de la région 

centrale (M11) a amélioré la liaison au niveau du demi-site droit (Figure 22b). Il semble 

raisonnable de penser que ce nucléotide a pu augmenter la spécificité de XerH pour le demi-site 

droit et que sa modification affecte donc la liaison de manière significative. 

 

Les résultats des effets causés par les mutations introduites dans le site difH sont résumés dans 

le tableau ci-dessous (Tableau 3). 
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Tableau 3. –  Synthèse des mutations et de leurs effets sur la réaction de liaison et de clivage  

 Mutation Effet sur la liaison Effet sur le clivage 

Modification 

des sites de 

liaison 

difH-M1 

GTAT→ AATA 

Abolition complète de la 

liaison 
Clivage bloqué selon(72)) 

difH-M2 

TTGA →TAGA 

Absence du complexe I et 

apparition d’un faible 

complexe II  

Clivage bloqué selon 

(72)et faible clivage selon 

(238) 

Modification du 

site de clivage 

difH-M3 

TGAA →TCAA 

Réduction de la formation 

du complexe II 

Clivage bloqué sur les 

deux brins  

difH-M4 

GAAA → GTAA 

Inhibition de la formation 

du complexe I 

Clivage bloqué 

selon(72,155) 

difH-M5 

AAAA → ATAA 
Aucun effet 

Clivage bloqué 

selon(72,155) 

Modification de 

la région 

centrale 

difH-M6 

AAAC → ATAC 
Aucun effet 

Clivage bloqué 

selon(72,155) 

difH-M7 

AAAC → AATC 

Disparition du complexe I 

et apparition d’un faible 

complexe II  

Clivage bloqué selon (155) 

et faible clivage selon(72) 

difH-M8 

AACT → AAGT 
Aucun effet 

Clivage bloqué selon (155) 

et aucun effet selon (72) 

difH-M9 

TGTA → CTGC 
Aucun effet Aucun effet selon (72) 

difH-M10 

GTAA → GCAG 

Apparition d’un faible 

complexe I et absence du 

complexe II 

Clivage inhibé sur les deux 

brins 

difH-M11 

AACT → AAACT 

Apparition d’un faible 

complexe I et un complexe 

II fortement exprimé  

Meilleur clivage sur les 

deux brins 
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Discussion 

Les recherches effectuées dans le cadre de cette maîtrise ont permis d'étudier les différents 

mécanismes de la recombinaison de XerH de C.jejuni sur le site difH. La recombinase XerH est 

responsable de la résolution des dimères de chromosomes qui surviennent fréquemment lors de 

la réplication du génome(23), et il a également été démontré que ce système joue un rôle très 

important dans la décaténation du chromosome de C.jejun i(155,156). 

Pour comprendre le mécanisme spécifique de la recombinaison XerH/difH, cette étude s'est 

focalisée sur les particularités du système Xer qui requièrent une seule protéine recombinase, en 

particulier comment ce système peut être régler en termes de liaison et de clivage, ainsi que les 

facteurs nécessaires pour que la réaction de recombinaison soit complète. Plus précisément, le 

but était de déterminer quelles sont les exigences exactes d'un site de recombinaison difH 

fonctionnel et comment XerH interagit avec ce site. 

Les expériences réalisées dans ce mémoire ont démontré que XerH peut se lier spécifiquement à 

difH et que cette liaison est coopérative. La réaction de liaison est symétrique et presque 

équivalente pour les deux moitiés du site difH. Contrairement à la liaison, la réaction de clivage 

est hautement asymétrique puisque XerH en position 333, qui forme des complexes covalents 

avec l'ADN, clive préférentiellement le brin d'ADN inférieur. 

Nos expériences ont également démontré que les nucléotides de la région externe du difH, 

conçus pour la liaison, semblent être déterminants pour établir cette réaction, puisqu’ils 

provoquent l’abolition de la liaison lorsqu'ils sont mutés, un résultat rapporté pour la première 

fois chez les bactéries qui utilisent le système de recombinaison à une seule recombinase. De 

plus, les modifications de nucléotides hautement conservés dans le site de clivage ainsi que dans 

la région centrale inhibent remarquablement la liaison de XerH sur difH, ainsi que la réaction de 

clivage. Alors qu’un site difH plus grand a permis d’avoir une réaction de liaison et de clivage plus 

importante ce qui prouve l'importance du nucléotide supplémentaire au niveau de la région 

centrale du difH. 
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XerH de C.jejuni a été surexprimée et purifiée avec succès dans E. coli . La protéine purifiée s'est 

liée efficacement à son site d'ADN prévu difH. Cette réaction a été mise en évidence par EMSA. 

Le site difH de 29 pb précédemment identifié et étudié chez C.jejuni (Figure 10)(156) est apparu 

plus court que les autres sites dif connus (entre 28 et 34 pb)(24,150,154,155) ou même que les 

sites d'autres recombinases à tyrosine (par exemple, le site loxP de la Cre a une longueur de 34 

pb)(239). L'expérience EMSA (Figure 14) a révélé un schéma de liaison XerH/difH, indiquant que 

deux monomères de XerH se lient séquentiellement aux deux bras difH. La liaison des deux 

monomères semble être coopérative, car le complexe dimérique est bien formé, même à des 

rapports protéine/ADN faibles qui ne saturent pas le complexe monomérique. Malheureusement, 

les niveaux de coopérativité n'ont pas pu être précisément évalués à partir du gel EMSA et 

d'autres méthodes permettant de mesurer l'affinité pour l'ADN nu ou lié à un monomère n'ont 

pas été utilisées dans cette étude (comme la calorimétrie par titrage isotherme ou la 

thermophorèse). Ces résultats concordent avec ceux trouvés par Leroux et al. chez C. jejuni et par 

Bebel et al. chez H. pylori (72,156). 

Les systèmes XerH/difH de C. jejuni et de H. pylori diffèrent des autres systèmes Xer puisque les 

deux demi-sites de liaison sont très similaires autour de la région centrale et distincts à l’extérieur. 

Cependant, XerH peut reconnaître les deux moitiés avec une affinité égale (156) et il y a une forte 

probabilité que la liaison du bras gauche soit une condition primordiale pour un assemblage 

correct et fonctionnel du complexe synaptique et la liaison au demi-site droit ne puisse se 

produire que si le demi-site gauche, où la constante de dissociation est beaucoup plus faible que 

celle du côté droit, est déjà occupé(37). 

 Afin de déterminer quelles parties de difH sont indispensables à la recombinaison avec XerH et 

de mieux comprendre le mécanisme de régulation de XerH, une analyse des mutations de difH a 

été effectuée. Chez H. pylori, XerH a été en contact très étroit avec difH, formant un complexe 

serré en forme de C autour de chaque bras du site difH. La majorité des interactions de XerH se 

produisent entre l'hélice αK et la partie extérieure du difH(37). Ceci nous a permis de mieux 

comprendre comment XerH de C.jejuni pourrait interagir avec difH. Il était prévu que les deux 

mutations introduites dans la région de liaison externe du site difH diminuent sa liaison avec XerH 
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(37,238), mais surprenamment, lorsque nous avons effectué cette expérience en créant la 

mutation M1 (AATA au lieu de GTAT), la liaison de XerH était complètement abolie alors que la 

mutation M2 l’a gravement diminuée (Figure 16). Ceci suggère que ces nucléotides hautement 

conservés du bras gauche du difH pourraient être impliqués dans de tels contacts et qu’ils sont 

cruciaux pour fournir un environnement favorable aux interactions correctes avec XerH puisqu'ils 

sont conservés chez les bactéries apparentées à C.jejuni (155). Ceci concorde avec les autres 

études menées sur H.pylori et S.suis sur l'importance des nucléotides externes pour la spécificité 

de la liaison(37,155,238) et la même caractéristique a été trouvée dans le système XerCD/dif de 

E. coli et le système FLP/FRT de S. cerevisiae, dont les nucléotides critiques pour la liaison sont 

situés dans la région la plus externe de dif et FRT respectivement(240,241). Il faut souligner 

l'importance de ce résultat, car c'est la première fois qu'une inhibition complète de la liaison de 

XerH par une mutation spécifique est rapportée. Cela suggère que les principaux déterminants 

de la liaison de XerH sont situés dans cette région. Il a déjà été établi que le remplacement des A 

par des T à la même position des mutations M4 et M7 va bloquer la recombinaison in vivo chez 

H.pylori, fort probablement en empêchant la liaison par XerH (155). Mais, ces mutations ont 

réduit légèrement l'efficacité de la liaison ce qui a provoqué la disparition du complexe I, mais a 

maintenu le complexe II avec une faible concentration (Figure 17b et 18b). Des études permettant 

de déterminer à quelle étape de la recombinaison ces mutations interfèrent devront être 

réalisées pour comprendre pleinement l'importance de ces nucléotides sur l'efficacité de liaison.  

La richesse du site difH en A/T est une caractéristique essentielle, surtout à proximité du 

phosphate scissile, qui facilite la courbure de l'ADN bicaténaire en raison de la présence d'un sillon 

mineur étroit produit par ces régions riches en A/T (242). Cependant, la modification effectuée 

sur cette région, comme M3, n'a pas modifié la réaction de liaison alors qu’elle a bien aboli la 

réaction de clivage du brin supérieur et inférieur, ceci concorde avec les résultats de Guo et al. 

qui ont démontré que la même séquence du nucléotide du système de recombinaison Cre est 

primordial pour définir l'ordre de clivage et d'échange de brins (243). L'ajout d'une purine à la 

région centrale (mutation M11) a amélioré la réaction de liaison et de clivage intrinsèque de XerH 

pour le brin supérieur et inférieur (Figure 18f et 21). Les mutations M5, M6, M8 et M9 n’a aucune 
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influence sur la liaison de XerH sur difH, ce qui laisse donc présager qu’ils ne sont pas importants 

pour la spécificité de liaison de XerH. 

Contrairement à la liaison, le clivage au niveau de substrats suicides est hautement asymétrique. 

Les substrats piègent l'intermédiaire covalent entre XerH et l'ADN difH (qui est autrement instable 

et est normalement immédiatement converti en d'autres intermédiaires ou en substrats), ce qui 

permet de visualiser le clivage. Le test de clivage en utilisant les substrats suicide a déjà été utilisé 

pour caractériser d'autres tyrosine recombinases (244,245). Par conséquent, la capacité de XerH 

à former des produits en utilisant cette technique suggère que XerH utilise le même mécanisme 

ou un mécanisme équivalent que les autres tyrosine recombinases. La protéine XerH obtenue a 

déjà démontré une activité de clivage sur des substrats suicide du site difH. Mais il faut prendre 

en considération que l’utilisation des substrats suicides n’est pas nécessairement un reflet exact 

de la réalité. En raison de leur petite taille et de leur degré de liberté, les substrats suicide peuvent 

acquérir une plus grande variabilité de conformations ce qui pourrait faciliter un clivage, difficile 

à réaliser différemment (153). Le clivage par XerH n’est pas égal sur les deux brins des substrats 

suicides. Un clivage plus efficace au niveau du brin inférieur a été observé (Figure 21). Puisqu'un 

clivage préférentiel est observé pour XerCD, il semble donc que cette propriété est importante 

pour toutes recombinases de type Xer (37,238). L’asymétrie du clivage par XerH peut avoir une 

origine différente de celle causée par la recombinase Cre. En effet, dans le cas de Cre, c’est la 

nature de la base en 5’ du site de clivage qui détermine la préférence pour le clivage d’un brin par 

rapport à l’autre (246–248). Ceci ne peut être le cas pour XerH, puisque le site difH est 

palindromique tout autour de l’espaceur. Mais, une mutation M3 a été créée en émettant 

l’hypothèse que le G en cette position est déterminante pour la réaction de clivage. Il a déjà été 

établi que la recombinaison a été fortement inhibée en remplaçant ce nucléotide par un C (155). 

Nos résultats ont montré que la mutation de ce nucléotide a inhibé le clivage du difH par XerH 

(Figure 20). Ce clivage était aussi influencé par les deux mutations M10 et M11 introduites dans 

la région centrale de difH ce qui signifie que les nucléotides qui sont situés dans cette position 

sont essentiels pour établir la réaction de clivage. Il a été montré qu’avoir une région centrale 

riche en AT pour loxP et FRT, pourrait augmenter la capacité de séparation des brins et améliorer 

le clivage (243,248–251). Vu la ressemblance entre ces deux systèmes et XerH/difH, cette 
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caractéristique (richesse en AT) peut expliquer l’inhibition du clivage causé par la mutation 

M10(CAG au lieu de TAA) et l’amélioration de l’efficacité du clivage produit lors de l’insertion 

d’une purine (+A) au niveau de la région centrale du difH. De plus, il a été démontré que malgré 

les similitudes entre les sites de recombinaison difH de C. jejuni et difSL de S.suis, les recombinases 

ne réagissent pas de manière croisée (XerH ne se lie pas à difSL et XerS ne se lie pas aux sites difH) 

(Leroux et al., non publié). En ajoutant une purine au niveau de la région centrale de difH, on 

obtient un espaceur qui a la même taille (prédite) que celui de S.suis. Donc l’utilisation d’un site 

difH avec un nucléotide de plus pourrait réfuter l’hypothèse que les deux recombinases ne 

partagent pas le même mécanisme de liaison à l'ADN et peut être prouver qu’ils pourraient être 

fonctionnellement homologues 

Bebel et al. ont éclairci comment l'asymétrie du site difH influence la conformation de la protéine 

sur le complexe synaptique(37). Cette asymétrie fait en sorte que XerH va donner une courbure 

spécifique à l’ADN ce qui va favoriser le clivage d’un brin par rapport à l’autre. Donc il se pourrait 

que nos mutations aient interféré soit en changeant les interactions protéine-ADN, soit en 

facilitant ou inhibant la courbure de l'ADN. En comparant le système XerH/difH avec les autres 

systèmes (XerCD/dif de E.coli et Xers/difSL de S.suis) on peut constater qu’il y a un autre facteur 

régulateur, autre que l’asymétrie du site difH, responsable de l’activation du clivage et l’échange 

de brin au niveau du brin supérieur, il s’agit de la protéine FtsK. Plusieurs expériences sur FtsK de 

C.jejuni ont été déjà menées au cours de cette étude pour mettre en évidence l’interaction entre 

les deux protéines XerH et FtsK et leur rôle dans la régulation spatiale et temporelle de la réaction 

de recombinaison, mais les résultats n'ont pas été présentés en raison du manque de répétition. 
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Conclusion et perspectives 

Pour résumer, cette étude a permis de mieux comprendre les différents mécanismes de 

la recombinaison XerH et a contribué à une meilleure compréhension générale des systèmes Xer 

à une seule recombinase en montrant comment les événements de liaison et de clivage peuvent 

être orchestrés en présence d'une seule recombinase. 

Dans cette étude, l’effet de plusieurs mutations introduites à trois niveaux, soit la liaison, le 

clivage ainsi que la région centrale a été testé. Compte tenu des résultats obtenus à ce jour, il 

semble que l'asymétrie des sites de recombinaison et l'assemblage du complexe synaptique 

jouent un rôle important dans la régulation du processus de recombinaison par XerH. Par 

conséquent, il serait très utile de mener une étude sur la structure cristalline de XerH en complexe 

avec son substrat d’ADN difH. Partant de la structure obtenue, nous pourrions élucider le 

mécanisme de recombinaison de XerH, en tenant compte des connaissances mécanistiques 

obtenues pour d'autres recombinases Xer. En combinant les approches structurelles, 

biochimiques et microbiologiques, il est possible de caractériser largement les événements de 

recombinaison au niveau du site difH. 

Le mécanisme de régulation proposé doit être validé et affiné par des expériences in vivo. Il serait 

possible de tester l’effet de ces mutations lors de la recombinaison in vivo (puisqu’il a été déjà 

montré que la recombinaison XerH/difH sur plasmide dans E. coli  fonctionne(156)). Deux 

plasmides vecteurs compatibles (pACYC184 et pQE30) seront transformés dans E.coli (XerC-/XerD-

). Un des deux plasmides aura le gène xerH et l’autre aura 2 sites difH avec des mutations 

sélectionnées. Les deux plasmides devraient avoir des gènes de résistance différents pour 

permettre la sélection. La réaction de recombinaison chez E.coli  sera suivie pour plusieurs 

générations par PCR. La perte du gène de résistance sera un indice que la réaction de 

recombinaison a eu lieu. De même, la partie C-terminale de FtsK sera clonée dans le même 

plasmide que xerH et la réaction de recombinaison sera mise en évidence aussi par PCR chez des 

bactéries n’ayant ni les recombinases XerC et XerD ni le FtsK de E.coli. Une partie de cette 
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expérience a été déjà effectué au cours de notre étude en clonant quelques sites difH mutés dans 

le plasmide pACYC184, 

En ce qui concerne le système XerH/difH de C.jejuni, le site exact où se produit la liaison et le 

clivage des brins difH est encore inconnu. Plusieurs méthodes sont envisageables pour le mettre 

en évidence à savoir l’expérience de protection contre la DnaseI. Dans cette expérience, un 

oligonucléotide difH marqué à l’extrémité 5` sera incubé avec XerH. Ensuite, l'ADN lié à XerH 

subira une digestion par la DNaseI et les échantillons seront analysés sur un gel de séquençage 

dénaturant à côté d'une échelle de séquençage du substrat. Les résultats feront apparaître une 

région d'ADN qui n'a pas été digérée par la DNaseI, correspondant au site où XerH était lié. Cette 

région a pu être digérée en l'absence de XerH, ce qui suggère que le profil de protection observé 

est directement dû à la liaison de XerH à l'ADN substrat. La séquence de la région liée peut être 

lue à partir de l'échelle de séquençage exécutée en même temps que les réactions. Une autre 

méthode plus précise pourrait être utilisée, l’expérience de protection contre les radicaux libres. 

Cette méthode consiste à utiliser les radicaux libres pour cliver une molécule d’ADN qui est liée à 

une protéine, suivie de la séparation des produits de clivage sur un gel d'électrophorèse 

dénaturant pour identifier les sites protégés grâce à la liaison de la protéine sur la molécule 

d‘ADN. 

Une autre série d’expériences qui se porterait sur la mutagenèse de la recombinase XerH pourrait 

être effectuée. Ces expériences serviraient à identifier les régions de la protéine XerH impliquées 

dans la coopérativité et aussi à déterminer la nature des interactions entre XerH et difH. 

Dans le cadre de notre projet, des expériences ont été déjà menées pour mieux comprendre le 

rôle de FtsK dans la régulation de la réaction de recombinaison XerH/difH. L’idée était de vérifier 

s’il y a une interaction entre FtsK et XerH et si cette interaction pourrait influencer la réaction de 

liaison et de clivage. La région C-terminale de la protéine FtsK a été clonée dans un plasmide 

pMalc5x. La protéine recombinée a été exprimée et purifiée. Une expérience pulldown avec des 

billes magnétiques a été envisagée. Il serait intéressant d’avoir les résultats de cette expérience 

et de les comparer avec ceux trouver par Bebel et al qui ont étudié le même système chez H. 



83 
 

pylori et avec Castillo et al. qui a mis en évidence l’interaction de cette protéine avec la 

recombinase XerS (37,238). 

De toute évidence, XerH est nécessaire pour une ségrégation chromosomique réussie dans cette 

bactérie (23,156). Il est intéressant de noter que C. jejuni (ainsi qu’Helicobacter, Streptococcus et 

Lactococcus) utilise une seule recombinase Xer pour effectuer la résolution des dimères de 

chromosomes et assurer une ségrégation chromosomique fidèle, alors que les systèmes de 

recombinaison Xer de nombreuses autres bactéries nécessitent l'action combinée de deux 

recombinases Xer, mais le mécanisme des systèmes Xer à une seule recombinase n'est que 

partiellement compris. Par conséquent, la fonction essentielle et le mécanisme inhabituel de la 

recombinaison XerH/difH dans C.jejuni rendent XerH une cible de recherche intéressante qui 

pourrait permettre la conception de nouveaux agents antibactériens contre ce pathogène mortel. 
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