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1. Les bactéries lactiques

1.1. Caractéristiques générales des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des microorganismes relativement hétérogénes d’un point de vue
morphologique et physiologique. Leurs principales caractéristiques sont: d’étre Gram®,
immobiles, asporogenes, anaérobies mais aérotolérantes, de ne posséder ni catalase (a
I’exception de Lactobacillus sakei et Lactobacillus plantarum), ni de nitrate réductase et de
produire des quantités importantes d’acide lactique par fermentation des glucides
(Desmazeaud, 1983; Vandamme et al., 1996).

Les glucides peuvent étre a 1'origine de produits autres que le lactate (Desmazeaud, 1983).
Trois catégories des bactéries lactiques peuvent €tre distingués selon leurs produits de
fermentation. Le groupe homofermentaire qui produit majoritairement de I’acide lactique
(90% des produits de fermentation), le groupe hétérofermentaire facultatif qui produit de
I’acide lactique ou de Il’acide lactique et de 1’acide acétique et enfin le groupe
hétérofermentaire strict qui produit de 1’acide lactique, acétique ou de I’éthanol et du CO,
(Vandamme et al., 1996).

La plupart des BL sont auxotrophes pour plusieurs acides aminés qu’elles doivent trouver
dans le lait (Braquart et Lorient, 1977; Deguchi et Morishita, 1992; Morishita et al., 1981;
Neviani ef al., 1995).

1.2. Classification et taxonomie

En 1997, Stiles et Holzapfel ont distingué quatre groupes phylogénétiques principaux au sein
des bactéries lactiques (Figure 1) :

¢ Le premier groupe est constitué des genres Streptococcus et Lactococcus. Dans le
genre Streptococcus une seule espece (St. thermophilus) est utilisée comme ferment
dans I’industrie alimentaire.

% Le deuxiéme groupe est composé des genres Oenococcus, Leuconostoc et
Weissella (Collins et al., 1993). Ces bactéries sont treés utilisées dans 1’industrie
agroalimentaire pour la production de vin (Oenococcus oeni), la fermentation de
certains légumes (Leuconostoc citreum) et la production de choucroute et de dextrane

(Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides).
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Figure 1: Distances phylogénétiques entre les principaux genres constituant les BL
basées sur les séquences des ARNr 16S. Adapté de Schleifer et Ludwig, 1995 (Stiles et
Holzapfel, 1997)

La barre indique une divergence de séquence estimée de 10%. Les bactéries a bas G + C (en haut) sont
phylogénétiquement éloignées des bactéries a haut G + C (en bas).

% Le troixieme groupe est celui des Enterococcus. Il comporte les genres Enterococcus,
Tetragenococcus, Melissococcus, Carnobacterium, Vagococcus, Aerococcus et
Lactosphaera. Certains des ces genres sont utilisés dans 1’industrie agro-alimentaire,
par exemple Carnobacterium piscicola pour ses éventuelles capacités a inhiber la flore
d’altération lors de la fabrication du saumon fumé.
s Le quatricme groupe phylogénétique comporte deux genres Lactobacillus et
Pediococcus. Selon des études phylogénétiques basées sur les ARN 16S, 5 sous-groupes ont
été identifiés au sein du genre Lactobacillus : Lb. acidophilus, Lb. salivarius, Lb. reuteri,

Lb. buchneri et Lb. plantarum (Schleifer et al., 1995). De plus, la classification basée sur les
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profils fermentaires ne se croise pas systématiquement avec ces différents sous-groupes.
Ainsi, ce type de classification ne distingue pas entre les deux genres Pediococcus et
Lactobacillus donc le genre Pediococcus est compris dans le groupe Lactobacillus (Collins et

al., 1991).

La plupart de ces bactéries ont des génomes a bas pourcentage en G + C. Trois autres genres
Bifidobacterium, Brevibacterium et Propionibacterium ont été ajoutés au groupe de BL en
raison de leur utilisation dans le domaine alimentaire. Cet ajout renforce 1’hétérogénéité
existante au sein du groupe des BL, notamment parce que le génome de ces trois genres
contient un haut pourcentage en bases G et C (Holzapfel et al., 2001; Vandamme et al.,

1996).
2. Les Streptocoques

Le genre Streptococcus comporte majoritairement des especes bactériennes pathogenes. Des
études phylogénétiques basées sur I’analyse de la séquence ARN 16S ont distingué au sein du
genre Streptococcus 6 groupes : mutans, anginosus, pyogenes, mitis, bovis et salivarius
comportant 34 especes différentes (Kawamura et al., 1995).

De plus, selon le systeme de Lancefield, 6 groupes (A, B, C, F, G et D) ont été
identifiés au sein des streptocoques. Ce systéme est basé sur les différences immunologiques
des polysaccharides de la paroi cellulaire (groupes A, B, C, F et G) ou des acides
lipotechoiques (groupe D). Enfin, ces bactéries du genre Streptococcus, notamment celles des

groupes A et B peuvent provoquer une variété de maladies (Tableau 1) (Cunningham, 2000).

2.1. Positionnement de St. thermophilus chez les streptocoques

St. thermophilus est une bactérie anaérobie aérotolérante, dont la température optimale de
croissance se situe entre 37°C et 42°C. Elle appartient au groupe des bactéries Gram+ a bas G
+ C (39%) (Bolotin et al., 2004). Elle est homofermentaire, c’est-a-dire qu’elle produit
majoritairement de I’acide lactique a partir du lactose. Elle est tres largement utilisée dans la
fabrication de produits laitiers fermentés, de fromages a pate pressée cuite (Emmental,
Gruyere), a pate pressée (Cheddar) ou a pate filée (Mozzarella) (Roissart et Luquet, 1994).
L’espece St. thermophilus est une des seules du genre Streptococcus a ne pas €tre pathogene

et est généralement reconnue comme une espece bactérienne bénéfique pour la santé du
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consommateur (GRAS pour Generally Recognised As Safe). La séquence complete du

génome de trois souches de St. thermophilus et leur analyse ont confirmé 1’absence ou

I’inactivation des genes nécessaires a la virulence chez les streptocoques pathogenes (Bolotin

et al., 2004; Makarova et al., 20006).

Tableau 1: Exemples de maladies

causées par les Streptocoques pathogenes

(Cunningham, 2000)
Streptocoques Maladies associées
Groupe A : Angines et complications.

St. pyogenes, St. dysgalactiae spp. equisimilis
St. anginosus

Otites, pneumonies, sinusites.
Infections cutanées.
Endocardites aigués.
Septicémies.

Syndrome de la Tourette.

Groupe B :
St. agalactiae

Infections urinaires.
Meéningites néonatales.
Septicémies.
Contaminations vaginales.

Groupe Cet G :
St. dysgalactiae

Infections aigués de la peau.
Infections des voies respiratoires.
Endocardites.

Infections néonatales.

Groupe D :
St. bovis, St. equinus, St. alactolyticus,
St. faecalis

Endocardites.
Septicémies.

Streptocoques oraux :
St. mitis, St. sanguis, St. salivarius,
St. pneumoniae

Pathologies dentaires.

Endocardites chroniques.

Suppurations diverses.

Pneumonies.

Infections ORL (otites, mastoidites, sinusites)
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Bien que ne colonisant pas la cavité buccale, St. thermophilus appartient au groupe des
streptocoques oraux qui se compose de 4 sous-groupes : anginosus, mitis, mutans et salivarius
(Whiley et Beighton, 1998). La comparaison des séquences nucléotidiques des ARNr 16S et
des genes sodA a révélé que les especes du sous-groupe salivarius, soit St. thermophilus,
St. vestibularis et St. salivarius sont phylogénétiquement treés proches (Kawamura et al.,
1995). Enfin, le séquencage de plusieurs loci chez différentes souches de ces 3 especes a
confirmé la pertinence du classement de St. thermophilus dans le sous-groupe salivarius ainsi

que son statut d’espece distincte (Hols et al., 2005).

2.2. Caractéristiques du génome de St. thermophilus

A T’heure actuelle, la séquence du génome de trois souches de St. thermophilus isolées du
yaourt (CNRZ1066 et LMG18311) ou du fromage (LMD-9), est disponible dans les banques
de données EMBL/GenBank (Bolotin et al., 2004; Makarova et al., 2006). La taille du
génome de ces trois souches est comprise entre 1,8 Mb et 1,86 Mb avec un faible pourcentage
en base G + C (39%). Par ailleurs, la souche LMD-9 héberge des plasmides qui sont en faible
nombre de copies (un a deux) (Makarova et al., 2006). Il a d’ailleurs été observé que les
souches de St. thermophilus posseédent peu de plasmides et que lorsque ceux-ci sont présents,
ils sont en faible nombre de copies (Janzen et al., 1992).

La comparaison du génome entierement séquencé des trois souches de St. thermophilus a
révélé que 1487 séquences codantes sont homologues entre elles, soit 85% de leur génome
(Figure 2A) (Lefébure et Stanhope, 2007).

Par définition, les genes présents chez I’ensemble des souches testées construisent le coeur de
leur génome dont la taille dépend du nombre des souches étudiées. Il a d’ailleurs été observé
dans une étude faite sur 47 souches de St. thermophilus que le coeur de leurs génomes est
construit de 1271 genes, soit seulement 58% de leurs génomes (Rasmussen et al., 2008). Les
différences essentielles détectées entre ces souches concernent les genes impliqués dans la
syntheése de bactériocines, les résistances aux phages, les traces de prophages, la biosynthese
d’exopolysaccharides, les pompes d’efflux et d’entrée et le métabolisme des peptides (Bolotin
et al., 2004; Deveau et al., 2008; Horvath et al., 2008; Rasmussen et al., 2008).

Récemment, la diversité génétique de 26 souches de St. thermophilus isolées a partir de
différentes sources laitieres et pour une souche supplémentaire isolée du sang humain (d’une

personne atteinte de bactérémie) a été déterminée grace a la technique de MLST, basée sur la
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variation de la séquence nucléotidique de 8 genes de ménage (ilvC, pepO, pyrE, glcK, ddIA,
thrS, dnaFE et tkt). Il a été démontré une tres faible divergence des séquences entre les souches
de St. thermophilus (en moyenne 0,2%), ce qui suggere que cette espece représente une

population qui a émergé récemment (Delorme et al., 2010).

A St. thermophilus LMD-9

St. thermophilus CNRZ1066 St.thermophilus LMG18311

C St. thermophilus LMG18311 B St. thermophilus LMG18311
LA

St. agalactiae
2603

St. pneumoniae

St. pyogenes R6

5005

St. suis

Figure 2 : Représentation schématique de I’analyse comparative des génomes

entierement séquencés de Streptococcus (Lefébure et Stanhope, 2007)

(A) Répartition des genes pour les 3 génomes de St. thermophilus (LMD-9, CNRZ1066 et LMG18311). (B)
Répartition des genes pour les 3 génomes de St. thermophilus LMG18311, St. pneumoniae R6 et St. suis. (C)
Répartition des genes pour les 3 génomes de St. thermophilus LMGI18311, St. pyogenes MGASS5005 et
St. agalactiae 2603V/R.
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De la méme facon, une étude faite sur 27 souches de St. salivarius et 9 souches de
St. vestibularis isolées a partir de la cavité orale et du sang humain suggere que des échanges
génétiques fréquents entre ces deux especes (St. salivarius et St. vestibularis) ont lieu
(Delorme et al., 2006). En comparaison avec St. thermophilus, la divergence de séquences
intra-especes, ¢’est-a-dire entre les souches de St. salivarius ou entre celles de St. vestibularis,
est plus importante (5,8% et 2%, respectivement) (Delorme et al., 2006).

Un lien entre une faible divergence de séquence et une récente émergence de 1’espece
bactérienne a été déja décrit chez les génomes des bactéries pathogenes comme St. agalactiae
(Brochet et al., 2006; Jones et al., 2003; Luan et al., 2005; Tettelin et al., 2002).

La comparaison du génome de St. thermophilus LMG18311 avec ceux de quatre especes
pathogeénes completements séquencés du genre Streptococcus (St. pyogenes, St. pneumoniae,
St. suis et St. agalactiae) a confirmé la proximité génétique existant entre les différentes
especes de streptocoques (Figures 2B et 2C). En effet, plus de 54% des genes de
St. thermophilus sont orthologues a des genes des streptocoques pathogenes, partageant ainsi
une partie importante de leur métabolisme et physiologie (Figures 2B et 2C) (Hols et al.,

2005).

2.3. Adaptation de St. thermophilus dans sa niche écologique (le lait)

L’acquisition et la perte des génes ont contribué chez les bactéries a 1’élaboration de leur génome
(Lawrence, 1999). Dans le cas de St. thermophilus, bien que I’acquisition d’un grand nombre de
nouvelles fonctions puisse étre le facteur clé d’adaptation de ces bactéries a sa niche
écologique, la perte des geénes reste une empreinte importante dans 1I’évolution du génome de

cette bactérie (Bolotin et al., 2004).

2.3.1. L’évolution du génome de St. thermophilus

Le génome de St. thermophilus a évolué par inactivation de génes apparaissant sous forme de
pseudogenes. Le taux de pseudogenes a été estimé a 10,4% de la totalité des séquences
codantes du génome de St. thermophilus, contre seulement 4,2%, 0,7% et 1,6% pour
St. pneumoniae, St. pyogenes et St. agalactiae respectivement. Ce taux élevé de pseudogenes
chez St. thermophilus résulte de mutations telles que des décalages du cadre de lecture, des
mutations non-sens, des recodages ou encore des délétions lors des réarrangements

génomiques (Bolotin et al., 2004).
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2.3.1.1. Perte des fonctions pendant I’évolution de St. thermophilus

L’analyse du génome des souches LMG18311 et CNRZ1066 de St. thermophilus a révélé que
la présence de pseudogenes varie en fonction des voies métaboliques (Tableau 2). En effet, le
taux de pseudogenes retrouvés dans des fonctions essentielles a la cellule bactérienne, par
exemple, la transcription et la traduction est de 0 et 3,5%, respectivement. En revanche, un
tiers des genes dédiés a 1’absorption et a la dégradation des glucides sont des pseudogenes,
affectant tout particulicrement les genes codant les transporteurs de type PTS
(phosphotransférase systeme) (Bolotin et al., 2004). C’est le cas des genes ptsG, fruA, bglP et
treP qui codent respectivement les systemes PTS du glucose, du fructose, du B-glucoside et
du tréhalose. Ces genes sont tous des pseudogenes chez 8 souches analysées de
St. thermophilus (sauf un cas exceptionnel : le gene fruA serait actif chez une seule souche)
alors que ces geénes sembleraient tous actifs chez les 4 souches analysées de St. salivarius
(Bolotin et al., 2004). La majorité des souches de St. thermophilus est incapable également de
métaboliser le galactose, méme si une partie de ces souches possede 1’ensemble des genes
(galKTEM) nécessaires a cette utilisation (Van den Bogaard et al., 2004). Donc la déficience
dans le métabolisme du galactose ne vient pas de 1’absence d’un geéne mais plutot d’une faible
activité de I’enzyme galactokinase codée par le géne galK, qui est nécessaire pour initier la
dégradation du galactose (Vaillancourt et al., 2004; Vaughan et al., 2001).

Par contre, St. thermophilus contrairement aux autres streptocoques, possede un transporteur
de lactose, source de carbone du lait (Bolotin et al., 2004). Donc, St thermophilus s’est
spécialisé uniquement dans la dégradation du lactose (Bolotin et al., 2004). Cependant, cette
spécialisation ne permet pas a St. thermophilus de coloniser de nouvelles niches écologiques,
contrairement aux streptocoques pathogeénes qui révelent une haute flexibilité d’utilisation des
glucides surtout des polymeres glucidiques complexes comme 1’amidon et le glucane. Ainsi
des enzymes spécifiques, comme la dextranase et la mutanase produites chez les
streptocoques oraux (Stz. mutans et St. salivarius), sont impliquées dans la synthese et la
structure (voire composition) du glucane contenu dans la plaque dentaire (Hayacibara et al.,
2004; Lawman et Bleiweis, 1991). Pour conclure, la question qui se pose est la suivante :

St. thermophilus est-il condamné a occuper une seule niche écologique ?
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Tableau 2 : Distribution des pseudogenes dans les différentes fonctions cellulaires de

St. thermophilus CNRZ1066 et LMG18311 (Bolotin et al., 2004)

CNRZ1066 LMG18311
CDS' tronquées CDS' tronquées

Catégories fonctionnelles Total CDS  Nb’ % Total CDS Nb* %
Biosynthese des acides aminés 75 4 5,3 74 4 5,4
Blosyr{these des cofacteurs, groupes 45 3 17.8 45 6 133
prosthétiques et transporteurs
Enveloppe cellulaire 93 18 19,4 93 16 17,2
Processus cellulaires 82 7 8.5 86 7 8,1
Métabolisme central intermédiaire 25 3 12,0 20 1 5,0
Métabolisme énergétique 115 34 29,6 119 39 32,8
Metabollgrl}e des acides gras et 33 > 6.1 34 ) 5.9
phospholipides
Purlr,les,. pyrimidines, nucléotides et 7 12 16,7 70 12 17.1
nucléosides
Fonctions de régulations 101 23 22,8 100 23 23,0
Réplication, Métabolisme d’ ADN 93 15 16,1 93 13 14,0
Transcription, Métabolisme d’ARN 37 0 0,0 37 0 0,0
Trad,l.lctlon, Métabolisme des 146 5 3.4 144 5 3.5
protéines
Protéines de transport et de liaisons 253 76 30,0 246 77 31,3
Autres fonctions (Phage, tranposane..) 147 90 61,2 138 82 59,4
Potentielles fonctions 413 55 13,3 425 71 16,7
Inconnu® 185 166
Total 1,915 352 18,4 1,890 358 18,9

'CDS : séquences codantes (Coding DNA sequences)
“correspond au nombre de CDSs tronquées et retrouvées dans les génomes de St. thermophilus.
*fonctions inconnues exclues de cette analyse.

2.3.1.2. Perte des genes liés a la virulence chez St. thermophilus

L’établissement de la séquence de 3 génomes de St. thermophilus disponible dans les banques
de données (LMG18311, CNRZ1066 et LMD-9) a permis de rechercher systématiquement les
déterminants génétiques potentiels de virulence (Bolotin et al., 2004; Hols et al., 2005).

Ainsi, plusieurs geénes de virulence connus chez les streptocoques pathogenes sont absents
dans le génome de St. thermophilus. De plus, les genes de virulence présents dans le génome
de St. thermophilus sont soit des pseudogenes, soit des orthologues qui codent des protéines
impliquées dans des fonctions cellulaires basiques de cette bactérie (Bolotin et al., 2004). Par
exemple, chez St. pneumoniae le géne pbplB code une protéine de fixation de la pénicilline
alors que chez St. thermophilus, il joue un role dans la biosyntheése du peptidoglycane
(Bolotin et al., 2004; Tettelin et al., 2001). La comparaison du génome de St. thermophilus
CNRZ1066 avec ceux de St. pyogenes M1 et St. pneumoniae TIGR4 a révélé que plus de 25%
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(25/92) des genes liés a la virulence présents a la fois dans les génomes de St. pyogenes et
St. pneumoniae étaient absents du génome de St. thermophilus et que 40% d’entre eux (9/25)
sont retrouvés dans des régions synthéniques entre ces deux génomes. Ainsi, ces genes
seraient présents chez la souche ancestrale a ces trois especes, et St. thermophilus les aurait
perdus (Bolotin et al., 2004).

Par ailleurs, les genes absents sont principalement les genes qui codent les protéines de
surface telles que des protéines de virulence PspA, PspC, des adhésines ou encore des
protéases. Cependant, les geénes actifs liés a la virulence chez les streptocoques ne sont pas
forcément des genes de virulence chez St. thermophilus. Par exemple, une souche de
St. pneumoniae dépourvue de capsule (eps/cps’) n’est plus virulente alors que les genes eps de
St. thermophilus impliqués dans la syntheése des exopolysaccharides n’ont aucun effet ni sur la
croissance ni sur la survie de cette bactérie en lait. Ces exopolysaccharides donnent une
texture lisse et crémeuse souvent recherchée pour la fabrication de certains yaourts
(Broadbent et al., 2003). De plus, contrairement a certains streptocoques qui possedent des
genes de résistances aux antibiotiques comme propriété importante de leur pouvoir pathogene,
le génome des 3 souches de St. thermophilus LMG18311, CNRZ1066 et LMD-9 en est
dépourvu (Bolotin et al., 2004; Glaser, 2002; Hols et al., 2005).

Certains facteurs de virulence sont ancrés a la paroi via une sortase. Il existe différents types
de sortases (A, B, C et D) qui reconnaissent des motifs d’ancrage différents (Tableau 3). Pour
les souches CNRZ1066 et LMG 18311, seul le géne de la sortase A a été retrouvé dans le
génome et il est sous forme de pseudogene. De plus, chez ces deux souches, aucune protéine
fonctionnelle contenant le motif LPXTG n’a été identifiée (Bolotin et al, 2004). Par contre,
chez la souche LMD-9, une protéase de surface fonctionnelle (la protéase PrtS) a été détectée
(Galia et al., 2009). C’est une protéine ancrée a la surface de la paroi via un motif LPXTG
(Delorme et al., 2010; Fernandez-Espla et al., 2000; Galia et al., 2009). Donc, la souche
LMD-9 présente un gene de sortase A fonctionnel et la protéase PrtS pourrait €tre ancrée par
cette sortase. Les streptocoques pathogenes possedent un nombre élevé des genes codant pour
les sortases et des protéines putatives ancrées a la surface via ces sortases (Tableau 4). Ce
nombre élevé, par rapport a celui des souches de St. thermophilus, pourrait €tre 1ié a la
virulence des streptocoques pathogenes. En effet, il a été montré que lorsque les sortases sont
mutées chez des streptocoques pathogenes tels que St. mutans et St. gordonii, les mutants ont
une virulence plus faible chez les animaux modeles (Paterson et Mitchell, 2004).

Dans une étude in silico faite sur 199 génomes entierement séquencés, 732 protéines

possédant le motif de la sortase (LPXTG) ont été identifiées dans 49 génomes. Le nombre de
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ces protéines differe d’une espece a I’autre. Par exemple, chez Lb. plantarum WCFS1, parmi
les protéines qui peuvent se fixer au peptidoglycane, 27 portent un motif LPXTG alors que
chez Lc.lactis 1L.1403 12 protéines ont été identifiées (Boekhorst et al., 2005).

Sur 568 protéines identifiées en tant que potentiel substrat de la sortase (possédant le motif
LPXTG), 67% n'ont pas de fonction connue, 15% pourraient avoir une fonction enzymatique
et 10% pourraient avoir une fonction de liaison (par exemple, la protéine de liaison au

collagene) (Boekhorst et al., 2005).

Tableau 3 : Classification des sortases chez les bactéries 3 Gram™ (Comfort et Clubb,
2004; Dramsi et al., 2005)

Classe de Site de clivage Genre bactérien

sortase

A LPKT-Ge Lzst?rla, Staphylococcus, Enterococcus Streptococcus
Bacillus

B NPqt-nd Streptchccus, Bacillus, Listeria, Staphylococcus,
Clostridia

C 1PkT-GG Actinobacteria, Bacillus, Enterococcus, Clostridia...

D LPnT-At, LAeT-Ga Bacillus, Actinobacteria

2.3.2. Intégration de nouvelles fonctions chez St. thermophilus

Bien que I’élaboration du génome de St. thermophilus se soit construite par I’inactivation et la
perte d’un grand nombre de genes surtout des genes liés a la virulence, le transfert horizontal
a participé a I’acquisition de nouveaux geénes et donc a contribué a son adaptation dans le lait
(Bolotin et al., 2004).

Des événements de transfert horizontal ont été observés entre des especes relativement
€loignées phylogénétiquement, mais de proximité écologique étroite, comme
St. thermophilus et Lb. bulgaricus. Ces deux especes sont utilisées ensemble pour la
fabrication de yaourt et elles sont capables d’adhérer 1’une sur I’autre ce qui pourrait faciliter

le transfert horizontal entre elles (Bolotin er al., 2004; Tamine et Deeth, 1980).
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Tableau 4 : Comparaison des protéines de surface putatives retrouvées sur les génomes

des streptocoques (Bolotin et al., 2004)

Les genes de la Protéines possédant le Autres’  Lipoprotéines’

sortase' motif de la sortase'
St. thermophilus CNRZ1066
Genes complets 0 0 3 27(16)"
Pseudogenes’ 1 1 8 22"
St. thermophilus LMG18311
Genes complets 0 0 5 28(16)"
Pseudogénes 1 1 8 2"
St. pneumoniae TIGR4® 1-[4 18-[15"] 19 36(22)"
St. pyogenes SF370° 1-[2" 12-[15"] n.d.” n.d.
St. agalactiae 2603V/R’ n.d.-[6'] 24-[23"] n.d. 43
St. agalactiae NEM316° 5 30-[35"] n.d. 36(20)"
St. mutans UA159° 1 6 5" 27-35(15)"

'L’identification des génes de la sortase dans le génome de St. thermophilus est basée sur les donnés présentes
dans le travail de Comfort et Clubb, 2004. Le motif de la sortase recherché dans le génome de St. thermophilus
est le motif identifié par (Janulczyk et Rasmussen, 2001). Le nombre récemment attribué ([X]) des genes de la
sortase et des protéines avec le motif de cette derniere dans les streptocoques pathogenes est recherché dans le
travail de Comfort et Clubb, 2004. *Les protéines (putatives) de la surface cellulaire identifiées dans le génome
de St. thermophilus par identité avec celles trouvées chez les autres bactéries 2 Gram®. *Les lipoprotéines
putatives identifiées par le motif prosite PS00013 (PS51257) et le motif G+LPP (Sutcliffe et Harrington, 2002).
*Inactivation des genes par un ou plusieurs décalages du cadre de lecture, par la présence d’un codon stop ou par
une extrémité 3’ tronquée.

Les références des données utilisées sont (Tettelin et al., 20015, 20026; Glaser et al., 20027; Ajdié et al., 20028;
Ochman et al., 1999°).

"n.d., non déterminé. Protéines affines aux substrats de type ABC. 2Ce nombre correspond seulement aux
protéines affines au glucane avec une répétition (A) en tandem.

Enfin, 16% des genes de St. thermophilus auraient été acquis par transfert horizontal, soit
226 genes dont 47 sont des pseudogenes (Hols et al., 2005). Cette observation semble
contredire I'idée que 1’acquisition des genes est contrdlée par la sélection des fonctions
apportant un avantage pour la survie ou la capacité de croissance. Cependant, la présence de
certains pseudogenes a coOté des genes importants pour la cellule pourrait expliquer leur

acquisition dans le génome (Hols et al., 2005).

2.3.2.1. Des éléments génétiques contribuant a I’élaboration du génome de St. thermophilus

Les éléments mobiles jouent un double rdle d’une part dans 1’acquisition de nouveaux genes
via les événements de transfert horizontal et de 1’autre part dans le réarrangement du génome.

Les séquences d’insertion (IS) font partie des éléments mobiles qui pourraient provoquer
I’activation d’un gene par exemple par insertion d’un promoteur, ou son inactivation du fait

d’inversions, délétions ou intégrations (Galas et Chandler, 1989; Guédon et al., 1995).
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Plus de 50 IS ont été trouvées dans le génome de deux souches de St. thermophilus
(CNRZ1066 et LMG18311). Certaines d’entre elles possedent un pourcentage en G + C
différent du reste du génome et sont associées aux genes liés a 1’adaptation a la croissance
dans le lait (Bolotin et al., 2004).

Les IS7191 et 1S981 ont été les premieres découvertes chez St. thermophilus (Guédon et al.,
1995). IS1191 est présente chez les 25 souches de St. thermophilus testées au cours de 1’étude,
mais seulement chez une seule souche de Lc. lactis ssp. lactis et de Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus. Les auteurs en ont donc conclu que cette séquence est indigéne chez
St. thermophilus et qu’il existe bien des transferts d’IS entre bactéries de genres différents.
Ces transferts auraient eu lieu au cours de leur association pendant la fabrication des
fromages, de yaourts ou d’autres produits laitiers.

Par contre, I’ensemble des souches testées de Lc. lactis ssp. lactis posseéde 1’IS981 a raison de
4 a 26 copies par souche et seulement les souches de St. thermophilus isolées de fromages en
possédent mais avec un nombre de copies moins important (1 a 6 copies par souche). Une
seule souche utilisée dans la fabrication du yaourt possede cette séquence d’insertion. Les
auteurs en ont donc conclu que leur présence chez St. thermophilus résulte de leur transfert de
Lec. lactis vers St. thermophilus, ce qui est corrélé au fait que chez les souches de
St. thermophilus issues du yaourt la présence de cette IS est rare et les IS987 des deux especes
gardent des fortes homologies entre-elles (Guédon et al., 1995). Le transfert d’IS de Lc. lactis
ssp. lactis vers St. thermophilus a été également observé dans le cas de I'ISS/, trouvée chez
les deux especes (Bourgoin et al., 1996).

D’autres éléments mobiles (ICESt1, ICES?3, pour Integrative Conjugative Elements) ont été
identifiés chez St. thermophilus. 1l s’agit des éléments intégratifs conjugatifs spécifiques de
St. thermophilus et ils sont capables de s’exciser et de s’intégrer par recombinaison site
spécifique de coté 3° du gene fda codant la fructose-1,6-diphosphate aldolase (Pavlovic et al.,
2004). Ces é€léments se transféreraient par conjugaison vers d’autres bactéries lactiques,
notamment les bactéries pouvant €tre utilisées en co-culture avec St. thermophilus telle que

Lc. lactis (Bellanger et al., 2009).

2.3.2.2. Acquisition de nouveaux genes par transfert horizontal

Une étude récente a démontré un transfert horizontal d’une fonction métabolique importante
d’une espece commensale et/ou pathogene a St. thermophilus. 11 s’agit d’un 116t génomique de

15 kb localisé entre le pseudogene ciaH et le gene rpsT. Cet il0t contient quatre genes potC
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(tronqué), potD, eriC et prtS et il est entouré par deux éléments mobiles de type IS, le premier
étant une transposase appartenant a la famille IS3 et le deuxieme, un ISS¢h/ appartenant a la
famille ISL3. Ces quatre genes présentent une forte identité avec I’ADN génomique de
St. suis et gardent la méme synténie chez les deux especes. Ceci suggere que cet ilot a été
acquis par transfert horizontal d’un streptocoque proche de St. suis (Delorme et al., 2010).
Bien que cet il6t ne possede aucun élément de transfert, St. thermophilus pourrait 1’ accueillir
grace a sa capacité a développer une compétence naturelle (Blomqvist et al., 2006). Ainsi,
grace a cet ilot génomique, St. thermophilus a acquis le géne prtS qui peut étre le facteur clé
d’adaptation de cette bactérie a sa niche écologique, le lait. Ce cas donne 1’exemple d’un
échange de genes entre especes phylogénétiquement proches mais de proximité écologique
éloignée puisque ces bactéries ne partagent pas la méme niche écologique. St. suis est un
pathogene retrouvé chez le porc, qui peut étre transmis a 1’homme lors de contact avec des
porcs malades (Lun et al., 2007).

Un deuxieme exemple d’acquisition de genes par transfert horizontal, est I'1l6t génomique de
17 kb localisé au sein du gene pepD (gene tronqué codant pour une endopeptidase). Grace a
cet 116t génomique, St. thermophilus a acquis notamment le géne metC impliqué dans la
biosynthese de la méthionine chez Lb. bulgaricus (Bolotin et al., 2004), acide aminé rare dans

le lait et nécessaire a la croissance de St. thermophilus (Tamine et Deeth, 1980).

3. Le métabolisme azoté chez St. thermophilus

3.1. Exigences en acides aminés

Chez les BL en général et St. thermophilus en particulier, les exigences en acides aminés sont
tres variables suivant les souches. Par exemple, alors que les 9 geénes utiles a la biosynthese de
I’histidine sont présents dans le génome de St thermophilus LMDO9, les génomes de
St. thermophilus CNRZ1066 et LMG18311 n’en possedent qu'un, le gene hisK (Hols et al.,
2005). Les genes dapE, alaD et yhcE nécessaires pour la biosynthese de la lysine, 1’alanine et
des acides aminés soufrés sont tronqués chez St. thermophilus CNRZ1066 et LMG18311, ce
qui implique probablement que ces deux souches ne peuvent pas les synthétiser (Hols et al.,
2005). De plus, le gene yhcE est tronqué chez la souche LMD-9 ce qu’il peut expliquer son
auxotrophie pour au moins un des deux acides aminés soufrés (Hols et al., 2005).

De nombreuses souches sont capables de croitre avec un mélange de glutamine, de

méthionine, de leucine et d’histidine comme seule source d’acides aminés. Si dans le milieu
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MCD (Milieu Chimiquement Défini), il y a ni glutamate ni glutamine, ou alors ni cystéine ni
méthionine la croissance de St. thermophilus est completement abolie, indiquant que ces voies
de syntheses ne sont pas completement fonctionnelles (Letort et Juillard, 2001). De plus, des
acides aminés non essentiels a la croissance mais qui permettent de la stimuler ont été
répertoriés. 1l s’agit de la leucine, la valine, la méthionine, et la cystéine (Garault et al., 2000;
Monnet ef al., 2003).

I1 est intéressant de noter que les besoins en acides aminés pourraient résulter de 1’absence ou
méme de I'inactivation de genes impliqués dans leur voie de biosynthése mais aussi de
mécanismes de régulations spécifiques (Bracquart et Lorient, 1979; Garault et al., 2000).
Dans la suite de cette introduction, la biosynthese des acides aminés branchés sera plus
particulicrement détaillée en raison de leur implication dans la régulation du métabolisme
azoté. En effet chez les bactéries modeles Lc. lactis et B. subtilis et chez certains
streptocoques pathogénes comme St. pneumoniae et St. gordonii, la régulation des genes
impliqués dans le métabolisme azoté a été relativement bien décrite et les acides aminés

branchés sont impliqués directement dans cette régulation.

® Biosynthese des acides aminés a chaine ramifiée (BCAA) chez St. thermophilus

Contrairement aux souches de Lc. lactis d’origine laitiere, St. thermophilus possede des voies
de biosynthese des BCAA fonctionnelles et essentielles a la croissance en lait (Garault et al.,
2000; Godon et al., 1992, 1993). Ces acides aminés a chaine ramifiés (isoleucine, leucine et
valine) sont essentiels pour la croissance en lait et ils jouent un rdle potentiel dans la
régulation du systtme protéolytique. Dans un premier temps, trois enzymes communes
(IlvB/N, IIvC et IlvD) sont impliquées dans la voie de biosynthese de ces trois acides aminés
puis des enzymes spécifiques interviennent pour chacun d’entre eux (Figure 3). Des
expériences portant sur 13 souches industrielles de St. thermophilus ont montré que la voie de
biosynthese des BCAA est active et indiquent que ce caractere semble répandu dans cette
espece (Garault et al., 2000). Les avantages possibles de maintenir cette voie active chez
St. thermophilus peuvent étre liés a son adaptation au lait ou la quantité assimilable des
BCAA ne suffit pas a une croissance optimale de cette bactérie. Elle serait aussi impliquée
dans la tolérance a I’acide par le maintien du pH interne comme cela a été prouvé chez
St. mutans (Garault et al., 2000; Len et al., 2004). Garault et al. (2000) ont démontré que le
gene ilvC codant pour une céto-acide réducto-isomérase est transcrit indépendamment des
2 autres genes (ilvB/N et ilvD). La synthese de 1’acétolactate est réalisée par 1’acétolactate

synthase (IlvB/N) a partir du pyruvate. L’acétolactate, substrat de 1’enzyme céto-acide
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réducto-isomérase (IlvC), est un intermédiaire dans la formation de 1’acétoine d’une part et
dans la synthese de la leucine et de la valine d’autre part (Figure 3).

La transcription indépendante du gene ilvC chez St. thermophilus permettrait d’éviter
I’accumulation de 1’acétolactate, éventuellement toxique. De plus, la synthese de 1’acétoine
intervient dans la conservation du pH intracellulaire des bactéries, en transformant les
métabolites acides en composés neutres et contribue aussi a la régénération du NAD" (Renna

et al., 1993; Tsau et al., 1992).

Pyruvate Pyruvate
+ +
Pyruvate o céto-butyrate
IlvBNl IIvBN l
a-acétolactate o -céto-hydroxybutyrate

Acétoine L. ) , ) ,
o -céto-isovalérate a-céto-méthylvalérate

Leuy
Leu‘ly
Leuy AT AT
'

Leu

Val Tle

Figure 3 : Voie de biosyntheése des acides aminés a chaine ramifiée (BCAA) (Garault et

al., 2000)

IIvBN : acétolactate synthase, IIvC : céto-acide réducto-isomérase, IlvD : acide dihydroxy déshydratase, AT :
Aminotransférase des acides aminés a chaine ramifiée, LeuA : isopropyl malate synthase, LeuB : isopropyl
malate deshydrogénase, LeuC : isopropyl malate deshydratase.

La biosynthese des BCAA chez St. thermophilus est probablement inhibée par des produits
finaux. Bracquart et al., (1979) ont remarqué de puissants effets antagonistes entre les trois
acides aminés a chaine ramifiée sur la croissance de St. thermophilus CNRZ302. Alors que la

croissance n’était pas possible en absence de valine, elle était possible en absence de ces trois
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acides aminés a chaine ramifiée. L’ajout d’isoleucine, et dans une moindre mesure de leucine,
entraine une forte inhibition de la biosynthese de la valine. De plus dans une autre étude, avec
la souche St18, I’ajout d’isoleucine et/ou de leucine dans le milieu comme seul(s) acide(s)
aminé(s) branché(s) diminue le taux de croissance de cette souche (Garault et al., 2000).

Concernant des autres streptocoques, la voie de biosyntheése des BCAA est absente chez
St. pyogenes (Ferretti et al., 2001), ce qui rend cette bactérie absolument dépendante des
systemes de transport des oligopeptides et des BCAA. Quant a St. pneumoniae, il possede
I’ensemble des genes codant pour la synthese des BCAA avec 1’opéron ilvBNC, mais il est
aussi capable de capter ces acides aminés dans 1’environnement via la perméase codée par

I’opéron livJHMGF (Lanie et al., 2007).

3.2. Systeme protéolytique

St. thermophilus dispose d’un systeme protéolytique similaire a celui retrouvé chez d’autres
bactéries lactiques (Figure 4). Il est constitué¢ i) d’une protéase ancrée a la paroi capable de
dégrader les lactoprotéines, ii) de systemes de transport pour des peptides et des acides
aminés, iii) d’'un pool de peptidases intracellulaires indispensables a la dégradation des

peptides internalisés (Hols et al., 2005; Monnet, 2006).

3.2.1. Protéase de paroi

Chez de nombreuses BL utilisées en industrie laitiere, une protéase de paroi est retrouvée.
Cette protéase permet a ces différentes especes d’hydrolyser les lactoprotéines et de se
développer dans le lait. Certaines souches de BL ne possédent pas de protéase de paroi et se
développent mal ou dépendent de la protéase de paroi présente chez I’autre espece qui se
développe en symbiose dans le lait (Savijoki et al., 2006). Cinq types de protéases de paroi
présentant certaines différences ont été identifiées chez les BL : PrtP chez Lactobacillus
paracasei et Lc. lactis, PrtH chez Lb. helveticus, PrtR chez Lactobacillus rhamnosus, PrtB
chez Lb. bulgaricus et PrtS chez St. thermophilus (Figure 5) (Savijoki et al., 2006; Siezen,
1999). Ces CEPs sont synthétisées sous forme de préproprotéine d’environ 2000 résidus et
sont constituées de plusieurs domaines fonctionnels distincts (Fernandez-Espla et al., 2000;
Siezen, 1999). Elles appartiennent a la méme famille appelée "subtilisin" de part I’homologie
du domaine catalytique entre ces protéases et la subilisine de B. subtilis (Siezen et Leunissen,

1997).
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Paroi

Membrane

Cytaplasme

Peptidases

Figure 4 : Représentation schématique du systeme protéolytique de St. thermophilus

(D’apres Monnet 2006)

Protéase de paroi : PrtS présente chez certaines souches

Systeme de transport d’oligopeptides AmiACDEF : AmiAl, A2, A3 protéines affines aux oligopetides ; AmiC
et D perméases, AmiE et F ATPases

Peptidases intracellulaires
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Lec. lactis
L. paracasei PrtP

L. helveticus PrtH

L. bulgaricus PrtB

L. rhamnosus PrtR

St. thermophilus PrtS

Figure 5 : Représentation schématique des différents domaines composants les protéases

de parois, selon (Fernandez-Espla ef al., 2000; Savijoki et al., 2006; Siezen, 1999)

Abréviations : CW, paroi cellulaire ; M, membrane cellulaire ; C, cytoplasme ; PP, préprodomaine ; PR, domaine
catalytique ; I, domaine d’insertion ; A, domaine globulaire ; B, domaine B ; H, domaine hélicoidal ; W,
domaine espaceur ; AN, domaine d’ancrage.

e (Caractérisation de PrtS

Le gene prtS a été séquencé chez la souche CNRZ385 (Fernandez-Espla et al., 2000). La
taille de ce gene est de 4755 pb et code une protéine de 1585 résidus d’acides aminés, soit une
masse moléculaire théorique de 169 kDa. Une séquence RBS (Ribosome Binding Site) est
localisée a 5 pb en amont du codon start (ATG). Par contre, le ou les promoteur(s) n’ont pas
été formellement identifiés car aucune séquence consensus caractéristique des promoteurs de
St. thermophilus n’a été détectée en amont du codon ATG. La protéase PrtS comporte

plusieurs domaines (Figure 6) (Fernandez-Espla et al., 2000; Galia et al., 2009).
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SS| PP PR A H W AN

LMD 35 141 495 439 367 106 35
St.Suis | 35 109 495 438 367 106 35
4F44 35 109 495 438 367 106 35
LMD-9 *0SESPVAEELVDTSVEATSTDVTTTDNEEETLGSESPVVEELVDTSVEATPTDVTTTDNVEETLGSE?®

St. suis e SESPVVEELVDTSVEATPTDVTTTDNVEETPGSE*

AF 44 e SESPVAEELVDTSVEATSTDVTTTDNEEETPGSE®*

N _
—

Une duplication imparfaite de 32 résidus d’acides aminés

Figure 6 : Représentation schématique des domaines composants la protéase PrtS de

St. thermophilus LMD-9, 4F44 et St. suis

Structure en domaine de la protéase PrtS de St. thermophilus LMD-9 (numéro d'accession YP 820283) et
comparaison avec celle de St. thermophilus 4F44 (numéro d'accession, AAG09771) et celle de St. suis (numéro
d'accession ZP 00875908), avec une représentation de la duplication de 32 résidus d’acides aminés détectée chez
la souche LMD-9. SS : séquence signal, PP Pré-Prodomaine, PR domaine catalytique, A domaine globulaire, H
domaine hélicoidal, W "wall domain", AN domaine d'ancrage (Galia e? al., 2009).

Le premier domaine est composé€ d’une séquence signal de 35 résidus d’acides aminés clivée
lors de I’exportation par le system Sec. Le suivant est composé d’un propeptide formé de 109
résidus d’acides aminés qui sera enlevé lors de la maturation de 1’enzyme. Le domaine PR de
495 résidus d’acides aminés constitue la partie N-terminale de la protéine mature et
correspond au domaine catalytique. Le domaine catalytique renferme la triade catalytique
d’une protéase a sérine impliquant un résidu d’acide aspartique, un résidu de sérine et un
résidu d’histidine. Ce domaine renferme un sous-domaine appelé [ pour insertion
(~ 150 résidus) qui pourrait moduler la spécificité du substrat. Le domaine A est globulaire,
composé de 438 résidus d’acides aminés, et sa fonction n’est pas clairement identifiée. Il est
essentiel a Dactivité protéolytique et serait impliqué dans la régulation de [’activité
protéolytique et/ou la spécificité du domaine PR (Siezen, 1999). La partie C-terminale de la

protéine comporte, quant a elle, trois domaines : un domaine Hélicoidal (H) de 367 résidus
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d’acides aminés, un domaine hydrophobe de 106 résidus acides aminés (W), qui interviendrait
dans le mécanisme d’ancrage a la membrane cellulaire, et enfin, le domaine d’ancrage au
peptidoglycane (AN) contenant 35 résidus d’acides aminés dont un motif d’ancrage LPNTG.
Enfin, la protéase membranaire PrtS de St. thermophilus comme celle des autres
streptocoques ne contient pas de domaine B. Ce domaine participant probablement a la
stabilité est tres conservé chez les homologues de PrtS d’autres bactéries lactiques

(Fernandez-Espla et al., 2000).

® Ancrage de PrtS

PrtS est liée de facon covalente au peptidoglycane grace au motif LPNTG reconnu par la
sortase A (SrtA) (Fernandez-Espla et al., 2000). Ce mécanisme d’ancrage n’a pas été étudié
chez St. thermophilus mais a été déduit du mécanisme connu chez de nombreuses bactéries a
Gram®, notamment chez Staphylococcus aureus (Figure 7). Une protéine ancrée posséde une
séquence signal (SS) adressant la protéine vers I’extérieur et un domaine conservé a son
extrémité C-terminale qui est nécessaire et suffisant pour 1’ancrage. Cette ancre est constituée
de trois parties : un motif LPXTG, suivi par une séquence composée d’une vingtaine de
résidus d’acides aminés majoritairement hydrophobes et une courte queue de résidus chargés,
le plus souvent positivement (sorting signal), qui permettent a la protéine d’étre retenue dans
la membrane plasmique. La sortase A située au niveau de la membrane plasmique comporte
deux activités enzymatiques. L’activité endopeptidasique qui va permettre le clivage de la
liaison peptidique entre les résidus de thréonine et de glycine du motif LPXTG de la protéine
a ancrer. Il y a formation d’une liaison thioester entre le résidu de cystéine du site actif de la
sortase et le groupement o—carboxylique du résidu de thréonine du motif d’ancrage. La
deuxieme activité qui est transpeptidasique va catalyser I’attaque nucléophile d’une fonction
amine du peptidoglycane vers la liaison thioester donnant lieu a la formation d’une liaison
amide entre la fonction o—carboxylique du résidu de thréonine et d’une fonction amine du
peptidoglycane, libérant ainsi la sortase (Figure 7) (Mazmanian et al., 2001; Ton-That et al.,
2004). Des mutants srtA ne sont pas capables d’ancrer certaines protéines de surface dont de
nombreuses protéines de virulence et de causer certaines infections animales (Mazmanian et
al., 2001). Chez Lc. lactis, deux genes spécifiant des sortases putatives, srtA et srtB ont été
identifiés. Les travaux menés dans 1'équipe de Juillard et Piard ont montré que I'inactivation
du gene srfA affectait 1'ancrage d'une protéine modele ayant pour motif d'ancrage la séquence

LPKTG.
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Figure 7 : Mécanisme d’ancrage a la paroi cellulaire des protéines de surface de

Staphylococcus aureus

(i) L’exportation : Les précurseurs des protéines de surface contenant une séquence signal N-terminale sont
exportés a travers le systeme Sec, et la séquence signal est clivée. (ii) La rétention : Le produit de cette réaction
est retenu via son domaine C-terminal hydrophobe "sorting signal" dans le systtme de la sécrétion. (iii) Le
clivage : La sortase clive la liaison peptidique entre les résidus de thréonine (T) et de glycine (G) du motif
LPXTG, générant la formation d’une liaison thioester entre le résidu de cystéine du site actif de la sortase et le
groupement a- carboxylique du résidu de thréonine du motif d’ancrage. (iv) L’ancrage : La fonction amine libre
du lipide II (précurseur de la biosynthese du peptidoglycane) attaque 1'acyl-enzyme intermédiaire, liant le résidu
de thréonine de la protéine de surface au pentaglycine (Glys) du lipide II, régénérant le site actif de la sortase. (v)
L’incorporation dans 1'enveloppe cellulaire : Les protéines de surfaces liées aux lipides sont incorporées dans la
paroi cellulaire via la réaction de transglycosylation.

A l'inverse, 1'inactivation du gene srtB n'a pas d'effet notable sur I'ancrage de cette protéine.
Les auteurs suggerent donc que les deux sortases SrtA et SrtB n'ont pas la méme spécificité de
substrat (Juillard & Piard, 2008). Les mécanismes d’ancrage semblent &tre trés semblables
entre les streptocoques et les lactocoques puisque 1’expression hétérologue de protéines
contenant le motif LPXTG (provenant de St. pyogenes) conduit a un ancrage correct chez

différentes bactéries lactiques dont St. thermophilus (Piard et al., 1997).
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e Variabilité du gene prtS

Il était admis de longue date que la plupart des souches de St. thermophilus n’était pas
protéolytique, donc incapable de dégrader les caséines du lait. Une activité protéolytique de
surface a été recherchée chez 97 souches de St. thermophilus et seules 3 d’entre elles ont
présenté un niveau d’activité protéolytique équivalent a celui habituellement rencontré chez
les lactocoques. Comparées aux autres souches testées, ces trois souches présentaient une
croissance en lait plus rapide et une plus forte production d’acide lactique (Shahbal er al.,
1991). Ainsi, parmi les trois souches de St. thermophilus dont le génome est entierement
séquencé (LMG18311, CNRZ1066 et LMD-9), seule la souche LMD-9 possede le gene prtS.
Néanmoins, des études récentes ont démontré une émergence du gene prtS au sein des
collections de souches de St. thermophilus (Galia et al., 2009; Rasmussen et al., 2008).

St. thermophilus aurait acquis le gene prtS par transfert horizontal d’un streptocoque
commensal et/ou pathogene proche de St. suis (paragraphe 2.3.2.2.) (Delorme et al., 2010).
Ce gene est tres répandu au sein de 1’espece St. suis puisqu’il est présent chez 1’ensemble des
souches testées quelque soit leur sérotype (Bonifait et al., 2010; Delorme et al., 2010).

Dans une étude phylogénétique portant sur 47 souches de St. thermophilus, 2250
oligonucléotides (de 65 a 75 mer) ont été utilisés pour construire des puces a ADN, a partir
de 3 souches dont le génome est entierement séquencé. Le gene prtS a été retrouvé dans
35 des 47 souches étudiées. Sur les 12 ne le possédant pas, 8 est regroupées dans le plus
important sous groupe de la collection (Rasmussen et al., 2008). Ces souches présentent
39 genes absents dans plus de la moitié des autres souches. A I’inverse, elles sont dépourvues
de 20 genes retrouvés dans plus de 50% des autres souches. Les 39 genes trouvés dans le sous
groupe des souches prtS sont impliqués dans le transport de plusieurs acides aminés, des
transporteurs de maltose/maltodextrine, des systemes de consommation du fer et des
régulateurs transcriptionnels. L’absence du gene prtS pourrait ainsi €tre compensée par la
présence des geénes supplémentaires dont ceux impliqués dans le transport de certains acides
aminés (Rasmussen et al., 2008). Dans I’étude de Galia et al., 2009, le géne prtS a été détecté
dans 23 des 30 souches étudiées (Galia et al., 2009).

Une autre étude phylogénétique basée sur la technique de MLST a été réalisée sur 27 souches
de St. thermophilus dont 8 souches prtS*. L’analyse des profils alléliques de 8 genes de
ménage (ilvC, pepO, pyrE, glcK, ddIA, thrS, dnaE et tkt) et des clusters phylogénétiques
montre que les souches prtS* de St. thermophilus n’appartiennent pas au méme cluster.

L’analyse nucléotidique d’un fragment du gene prtS a permis de mettre en évidence
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I’existance de trois alleles avec une divergence génétique maximale de 2,9% contre 1,3% chez
les trois allgles trouvés chez St. suis (Delorme et al., 2010).

La séquence protéique de la protéase de la souche LMD-9 présente une forte identité avec la
protéase de paroi de St. suis (95,9%) contre 49,5% pour celle de St. agalactiae (Bonifait et al.,
2010; Delorme et al., 2010; Galia et al., 2009; Harris et al., 2003; Hu et al., 2010). La plus
grande différence entre la protéase PrtS de la souche LMD-9 et celle de St. suis est une
duplication de 32 résidus d’acides aminés retrouvée au niveau du propeptide (Figure 6)
(Delorme et al., 2010; Galia et al., 2009). Cette duplication est présente également dans
I’allele de la souche JIM8232, mais est absent dans I’allele de la souche CNRZ385. 11 a été
proposé par Delorme et al., (2010) et Galia et al., (2009) I’hypotheése selon laquelle cette
duplication permettrait au prodomaine, qui joue un rdle de chaperone chez les protéases
appartenant a la famille des subtilisines, d’adopter un repliement correct permettant une bonne
maturation de la protéase PrtS. Ainsi, cette duplication pourrait correspondre a une adaptation
résultant d’une mutation apparue suite a 1’acquisition par St. thermophilus du gene prtS

(Delorme et al., 2010; Galia et al., 2009; Subbian et al., 2004).

e (Caractéristiques biochimiques de PrtS de St. thermophilus CNRZ 385

La masse moléculaire de PrtS a été déterminée par électrophorese en gel de polyacrylamide
dénaturant (SDS-PAGE) et estimée a 153 kDa. Sa température optimale d’activité ainsi que la
gamme de pH, sur laquelle elle est active, ont été déterminées en utilisant un substrat
synthétique (Ac-Ala-Ala-Pro-Phe-pNa). L’enzyme est active sur une gamme de pH comprise
entre 5,5 et 8,5 avec un maximum d’activité observé a pH 7,5. La température optimale
d’activité déterminée avec ce substrat est de 37°C (Fernandez-Espla et al., 2000).

L’utilisation de différents inhibiteurs a permis de conclure que cette enzyme est une protéase
a sérine. En effet, elle est fortement inhibée en présence de phénylméthylsulfonylfluorure
(PMSF) et de chymostatine. Avec une concentration de PMSF a 1 mM ou de chymostatine a
0,1 mM, la protéase est inhibée respectivement a 100% et 75%, alors qu’elle ne I’est qu'a 30%
par un agent chélatant (EDTA, 1mM). La bestatine (0,01M), inhibiteur d’aminopeptidase, est
sans effet sur Dactivit¢é de la protéase. Enfin, similairement a la protéase PrtB de
Lb. bulgaricus ATCC11842 et CNRZ397, il a été observé que le CaCl, active fortement la
protéase PrtS, I’activité initiale augmentant de 2 a 10 fois apres addition de 2 a 10 mM de
CaCl; (Arioli et al., 2007; Fernandez-Espla et al., 2000).

La spécificité de substrat de cette enzyme a été déterminée et comparée a celle d’autres

protéases de paroi de bactéries lactiques. Pour cela, divers substrats synthétiques ont été testés
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(Tableau 5) (Fernandez-Espla et al., 2000). PrtS est ainsi capable d’hydrolyser les 4 substrats
comportant un résidu d’acide aminé aromatique a la position P1 et un résidu prolyl a la
position P2. Cette enzyme est également capable d’hydrolyser la caséine ag; et la caséine [3
(Fernandez-Espla et al., 2000). Ainsi, elle hydrolyse la caséine totale et la caséine 3 avec la
méme préférence, donc similairement a la protéase type PIII des lactocoques, PrtS ne présente

pas une préférence pour la caséine  (Fernandez-Espla et al., 2000).

Tableau 5 : Activité de PrtS de St. thermophilus CNRZ 385 sur différents substrats

chromogéniques (Fernandez-Espla et al., 2000)

Substrat Activité (%)

Ac-Ala-Ala-Pro-Phe-pNa 100

MS-Arg-Pro-Tyr-pNa 100
S-Val-Pro-Phe-pNa 89
S-Val-Glu-Pro-Phe-pNa 22
Bz-Phe-Val-Arg-pNa 0
NZbz-Gly-Pro-Arg-pNa 0
Z-Phe-Arg-pNa 0

Abréviations : Bz, benzoyl; Z, benzyloxycarbonyl.

N

Chez St. thermophilus, méme si la protéase PrtS est similaire a la protéase de
streptocoques pathogenes, elle n’a pas conservé la méme fonction. En effet, elle est plutot liée
a la croissance dans le lait (Galia et al., 2009; Shahbal et al., 1991). La protéase hydrolyse les
caséines du lait en peptides qui sont ensuite assimilés par St. thermophilus. Une bonne
croissance permet d’obtenir un pouvoir acidifiant élevé. En effet les souches dépourvues de
cette protéase ne trouvent que tres peu de peptides et d’acides aminés libres dans le lait, et
présentent une croissance lente donc un pouvoir acidifiant faible (Galia et al., 2009; Shahbal

etal., 1991).
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e Protéase HtrA

Une seconde endopeptidase extracellulaire est présente chez St. thermophilus, la protéase
HtrA. 1l s’agit d’une protéase a sérine qui pourrait étre impliquée dans la dégradation des
protéines sécretées mal repliées (Hols et al., 2005).

Chez Lc. lactis une protéase membranaire de la famille HtrA/DegP a ét€ identifiée dans la
souche IL1403. L’inactivation de son gene a ensuite montré qu’elle assure, a la surface
cellulaire, une fonction de ménage en éliminant des protéines anormales et/ou mal repliées, et
qu’elle est aussi responsable de la maturation des protéines exportées, comme la
bactériolysine AcmA de Lc. lactis (Poquet et al., 2001).

Ainsi, HtrA de Lc. lactis partage des caractéristiques et des fonctions communes avec HtrA
d’E. coli. Ces enzymes sont essentielles a la croissance a haute température et ont un role dans
la dégradation des protéines non fonctionnelles de surfaces (Foucaud - Scheunemann et

Poquet, 2003; Pallen et Wren, 1997; Poquet et al., 2001; Strauch et Beckwith, 1988).

e maturation des protéases chez les bactéries Gram™

Les peptidyl-prolyl isomérases (PPlases) sont des foldases qui accélerent le
changement conformationnel cis/trans au niveau des liaisons peptidyl-proline (Xaa-Pro) au
cours du repliement des protéines (Hermans et al., 2006; Rahfeld et al., 1994). Une telle
isomérisation pourrait étre importante pour un repliement correct et efficace des protéines
(Drouault et al., 2002). Ces isomérases sont classées en trois familles distinctes, a savoir la
parvuline, les protéines de liaison FK506 (FKBP) et la cyclophiline (Cron et al., 2009).

Chez les bactéries Gram™, la protéine PrsA appartient a la famille de la parvuline. 11 s’agit
d’une lipoprotéine membranaire connue pour €Etre impliquée dans 1’exportation et la
maturation des protéines (Vitikainen et al., 2004). 11 a été démontré par construction de
mutants que le domaine de type parvuline ainsi que les deux extrémités N- et C- terminaux
sont essentiels dans la fonction de la protéine PrsA dans la sécrétion des protéines et la
croissance des bactéries (Vitikainen et al., 2004). Les geénes codant pour les lipoprotéines
PrsA-like (PLP) sont présents en plusieurs copies: chez B. subtilis (prsA et yacD),
St. pyogenes (2 copies), C. difficile (3 copies) et Lc. lactis (pmpA et prtM). L’ alignement de
ces lipoprotéines montre que les différentes copies présentes chez C. difficile et St. pyogenes
sont plus liées les unes avec les autres qu’avec leurs homologues des autres génomes
étroitement liés, suggérant que ces différentes copies sont dues a une duplication de genes. Ce

n'est pas le cas de prsA et yacD chez B. subtilis et de pmpA et prtM chez Lc. lactis. Chez cette
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derniere le gene prtM est porté par un plasmide et flanqué par des éléments IS, suggérant son
acquisition par transfert horizontal (Drouault ef al., 2002; Haandrikman et al., 1989).

Chez B. subtilis, la protéine PrsA est une lipoprotéine membranaire qui aiderait le
repliement des protéines exportées et stabiliserait ces protéines entre la membrane
cytoplasmique et la paroi cellulaire. De plus, une partie de la protéine PrsA présente une
homologie avec I’isomérase (cis/trans peptidyl-prolyl) de type parvuline (Vitikainen et al.,
2004).

Chez Lc. lactis, 1a protéine PrtM est impliquée dans la maturation de la protéase a

sérine PrtP (Haandrikman et al., 1989). Elle appartient a la famille des Peptidyl Prolyl
cis/trans Isomérases (PPlases). De plus, un géne homologue de prsA de B. subtilis a été
caractérisé et annoté pmpA chez Lc. lactis. Ce gene code une lipoprotéine de 309 résidus
(Bolotin et al., 2001; Drouault et al., 2002). Par homologie de séquence, la protéine PmpA de
Lc. lactis pourrait avoir une activité de foldase qui faciliterait la sécrétion des protéines
(Drouault et al., 2002). La transcription du gene pmpA est augmentée lorsque la source azotée
est limitée. Ces résultats suggerent que I’expression du géne pmpA est nécessaire pour le
repliement des facteurs impliqués dans la nutrition azotée, tels que la protéase de paroi
cellulaire ou les trois systemes de transport de peptides Opp, DtpT et DtpP qui sont induits
dans les mémes conditions (Drouault ez al., 2002; Guédon et al., 2001b).
Enfin, lorsque la lipase de Staphylococcus hyicus est produite de facon hétérologue chez
Lc. lactis, une grande partie de la lipase exportée semble étre dégradée. Cela pourrait étre dii a
une maturation non complete (Drouault et al., 2000). De plus, le défaut de translocation de
cette lipase chez Lc. lactis est augmenté dans un mutant pmpA’. Ainsi la protéine PmpA
jouerait un role dans le repliement de certains facteurs impliqués dans la sécrétion de certaines
protéines (Drouault et al., 2002).

Chez les pneumocoques, quatre PPlases putatives ont été identifiées sur le génome.
Deux PPlases sont produites sous forme de lipoprotéines associées a la surface : la putative
protéase de maturation de la protéine A (PpmA) et la rotamase A (SIrA) (Cron et al., 2009).
La protéine PpmA a été identifiée chez St. pneumoniae par homologie de séquences avec la
protéine PrtM de Lc. lactis (Overweg et al., 2000a, 2000b). De plus, cette protéase de
maturation a également une homologie de séquences avec des membres de la famille des
peptidyl-prolyl cis/trans isomérases. Comme pour PrtM des bactéries lactiques, PpmA
pourrait fonctionner comme une isomérase liée a la membrane cellulaire. La partie N-
terminale de cette protéine sert de signal de translocation a travers la membrane cellulaire

(Overweg et al., 2000a). La protéine PpmA serait impliquée dans la virulance de
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St. pneumoniae. D’une part, les différents variants phénotypiques de St. pneumoniae
présentent des différences d’expression de cette protéine (Overweg et al., 2000b). D’autre
part, une mutation du géne ppmA chez la souche D39 aboutit a une baisse de virulence chez la
souris (Overweg et al., 2000a). Chez St. pneumoniae, PpmA pourrait accélerer le repliement
des protéines excrétées et etre impliquée dans 1’adhésion via la maturation des composants de
surface ou l’activation de protéases ou d’autres protéines sécrétées. La maturation des
protéines cibles deviendrait lente en absence de la protéine PpmA conduisant non pas a une
élimination des protéines cibles mais a leur mauvaise conformation. La réduction de la
virulence des mutants ppmA” pourrait aussi €tre due a la présence d’une autre isomérase
encore inconnue qui se substitue partiellement a 1'activité de la protéine PpmA (Overweg et
al., 2000a).

Concernant la protéine rotamase A (SIrA), il s’agit d’une isomérase (PPlase) fonctionnelle du
type cyclophiline impliquée dans la colonisation des pneumocoques. Ainsi, les mutants slrA”
sont rapidement éliminés des voies aériennes supérieures chez la souris (Hermans et al.,
2006).

Plusieurs études ont également indiqué le role des PPlases dans la virulence d’autres
bactéries que St. pneumoniae. Chez St. pyogenes, le facteur RopA est considéré comme
responsable de la sécrétion et la maturation de plusieurs facteurs de virulence dont la protéase
a cystéine SpeB (Lyon et al., 1998). RopA est une protéine chaperone associée au ribosome
qui, grace a son activité PPIase, peut jouer le role d’une isomérase. Chez une souche mutante
ropA’, I’activité de la protéase SpeB est tres affectée (environ 20% par rapport a la souche
sauvage ropA™). De plus, la substitution d’un résidu de proline (position 78) située dans le
pro-domaine de la protéase (SpeB) par un résidu de glycine, donne la méme activité (80% par
rapport 2 la souche sauvage ropA™ SpeB™) que la souche soit ropA ‘ou ropA*. Ceci implique
que I’activité PPIase du facteur RopA n’est plus utile quand le résidu de proline en position
78 n’est plus présent, suggérant que ce résidu est la cible de ce facteur. Ces données appuient
un modele dans lequel le facteur RopA déclenche I’isomérisation du résidu de proline influant
la conformation du pro-domaine qui dirige a son tour la protéase dans I’'un des nombreux
chemins de repliement alternatif (Lyon et Caparon, 2003). De plus, il a été démontré que le
facteur RopA joue un rdle important dans deux étapes distinctes dans la biogenese d’une
protéase active. Premierement, un mutant RopA™ était capable de produire la protéase mais
incapable de la sécréter, suggérant que ce facteur est nécessaire pour ’adressage de la
protéase a la voie de la sécrétion. Deuxiemement, une délétion dans la région centrale du

facteur RopA, en respectant le cadre de lecture, a abouti a un niveau normal d’expression de
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la protéase en forme zymogene (non mature). Cependant, la protéase sécrétée a partir de ce
mutant a montré un défaut de maturation, notamment dans la cinétique de 1’auto-
transformation de la forme zymogene a celle mature (Lyon ef al., 1998). Ainsi, sur les trois
domaines définis du facteur RopA, les deux domaines N- et C- terminaux interagissent
ensemble et sont nécessaires pour la liaison au substrat (Zarnt et al., 1997). De plus, le
domaine N- terminal est nécessaire pour se fixer au ribosome (Hesterkamp et al., 1997).
Enfin, le domaine central présente une homologie avec les protéines de la famille FK506
(Gothel et al., 1997, Hesterkamp et Bukau, 1996; Stoller et al., 1996). Ces protéines sont
capables, grace a leur activité PPlase, de catalyser I’'isomérisation de la liaison peptidique qui
précede un résidu prolyl situé dans le pro-domaine du substrat. Cette isomérisation peut étre
une étape limitante dans le repliement des protéines (Kiefhaber er al., 1990). Ainsi, I’état
d'isomérisation d'un seul résidu prolyl et I'emplacement de ce résidu prolyl dans le pro-
domaine pourrait influencer la conformation du pro-domaine qui dirige a son tour la protéase
dans un des chemins de repliement alternatif (Lyon et Caparon, 2003). Ces données
confirment le modele suivant. Au cours de la traduction de I’ARNm de la protéase, le facteur
RopA se lie au pro-domaine (par ses deux extrémités N et C teminales) lors de sa sortie du
ribosome. Cette interaction est essentielle pour stabiliser la préproprotéase pour avoir une
conformation optimale pour la sécrétion. Puis, le complexe (facteur RopA/préproprotéase) est
adressé vers la bonne voie de sécrétion a travers la membrane cellulaire. Au cours de cette
interaction, le domaine central du facteur RopA ayant une activit¢é PPlase entraine
I’isomérisation du résidu prolyl situé en position 78 du pro-domaine. Une fois la protéase
sécrétée, elle se replie dans sa forme zymogene via une voie de repliement influencée par
I’état d’isomérisation du P78 (Lyon et Caparon, 2003). Donc, 1’élément clé de ce modele est
basé sur I'idée que la conformation du pro-domaine fournit des informations stériques qui
influent le choix de la voie de repliement ultérieure. La mutation d’un seul résidu d'acide
aminé dans le pro-domaine de la protéase appartenant a la famille de subtilisine aboutit a une
conformation tridimensionnelle modifiée de la protéase active chez le mutant par rapport au
type sauvage, méme si au final la séquence primaire de la protéine mature est identique. Ces
données ont été interprétées par le fait que le pro-domaine influence le repliement de la
protéase active, donc le positionnement des résidus du site actif (Lyon et Caparon, 2003;

Shinde et al., 1997, 1999; Tao et al., 1994).
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3.2.2. Systemes de transport

Des geénes codant potentiellement des systemes de transport d’acides aminés, de peptides et
d’oligopeptides ont été identifiés chez St. thermophilus, mais peu d’entre-eux ont été

caractérisés au niveau fonctionnel.

3.2.2.1. Le transport des oligopeptides

Chez les BL, le transport d’oligopeptides se fait via un transporteur ABC. Le transporteur
ABC de Lc. lactis, appelé Opp, a été bien caractérisé et est utilisé comme modele d’étude. Il
s’agit d’un systeme ATP-dépendant car I’addition de vanadate, inhibiteur d’ATPase, inhibe
enticrement le systeme (Kunji et al., 1993; Tam et Saier, 1993). Chez St. thermophilus, ce
systeme est appelé systtme Ami et constitue le seul systeéme caractérisé en détail chez une
souche industrielle, ST18. Ce transporteur ABC est essentiel pour la croissance en lait
(Garault et al., 2002).

Il se compose chez les bactéries en général et St. thermophilus en particulier, de 2 protéines
transmembranaires (AmiC et D), de 2 protéines cytoplasmiques liant I’ATP (AmiE et F) et de
la (des) protéine(s) liant les oligopeptides (AmiA) (Figure 4) (Garault et al., 2002; Tynkkynen
et al., 1993). Chez les bactéries Gram’, la protéine OppA est périplasmique alors qu’elle est
liée a la membrane cytoplasmique chez les bactéries Gram®. Une deuxieme différence est
observée au niveau des systemes de transport d’oligopeptides entre les bactéries Gram® et les
bactéries Gram™ concernant la taille des peptides transportés. Ainsi, chez les bactéries Gram
telles qu’Escherichia coli ou Salmonella typhimurium, la taille des peptides transportés
excede rarement 6 résidus d’acides aminés et cette taille est liée a celle des pores
membranaires (Payne et Smith, 1994). Chez les bactéries Gram®, la taille des peptides

transportés est plus variable (Alloing et al., 1994; Jenkinson et al., 1996; Lanfermeijer et al.,

1999).

e Caractéristiques des peptides transportés par le systeme Opp
Dans le cas des transporteurs ABC, 2 types de spécificité doivent étre distinguées : celle de la
protéine affine et celle de la perméase. Par exemple, chez Lc. lactis ssp. lactis la taille
maximale des peptides fixés par la protéine affine aux oligopeptides est de 35 résidus alors que
celle de la perméase (formée par OppB et OppC) est de 18 résidus (Detmers et al., 1998,
2000). Chez St. thermophilus ST18, Garault et al., (2002) ont comparé la croissance en lait et

en milieu MCD (Milieu chimiquement défini) supplémenté avec des peptides de mutants
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simples des 3 protéines affines pour les oligopeptides (AmiAl, AmiA2, AmiA3) et de
mutants doubles et triple.

I1 a ainsi été démontré que la spécificité des trois protéines AmiAl, 2 et 3 se chevauche et que
I’ensemble du systeme permet le transport de peptides contenant de 5 a 23 résidus d’acides
aminés (taille des peptides testés), alors que chez les autres streptocoques il n’ y a pas ou peu
de transport de peptides de plus de 10 résidus d’acides aminés. Le transport de peptides
basiques et hydrophobes semble étre favorisé (Garault et al., 2002).

Chez les autres bactéries, la taille des peptides testés était limitée. Chez Listeria
monocytogenes, parmi les peptides testés, le systeme Opp permet le transport de peptides de
8 résidus et ne permet pas celui de peptides de 9 résidus (Verheul er al., 1998). Chez
St. gordonii, le systtme Hpp (qui correspond au systeme Opp chez les autres especes)
transporte des peptides de 6 a 7 résidus (Jenkinson et al., 1996). Chez St. pneumoniae, le
systeme Ami permet la translocation de peptides de 2 a 7 résidus (Alloing et al., 1994).

Le systeme de transport Ami de St. thermophilus semblerait donc se distinguer des autres

systemes Opp par la taille importante des peptides transportés.

e (Caractéristique et variabilité génétiques du systeme de transport Opp

Les genes qui codent les protéines du systeme Opp se retrouvent généralement en opéron
(Figure 8). L’ordre de ces geénes est assez bien conservé chez la plupart des bactéries Gram*
comme B. subtilis, St. pyogenes, St. pneumoniae et L. monocytogenes, ou le geéne codant la
protéine affine aux oligopeptides est situé en amont des quatre autres genes de 1’opéron.

Chez St. thermophilus ST18, la région comportant tout ou partie du systeme de transport Ami
a été identifiée grace a la caractérisation de mutants insertionnels déficients pour le transport
de peptides, puis clonée. Une séquence de 7032 pb a été établie et cinq geénes organisés en
opéron ont été identifiés (Garault et al., 2002). Il s’agit des genes amiAl, amiB, amiC, amiD
et amiE. L’ordre de ces genes correspond donc a celui classiquement retrouvé. Cet opéron
comprend un seul promoteur situé en amont du gene amiA,, et un seul terminateur en aval de
amiE. La transcription du geéne amiA,; est donc associée a celle de I’ensemble de 1’opéron,
comme c’est également le cas chez St. pneumoniae (amiA) et St. gordonii (hppA). Par contre,
chez St. pyogenes et L. monocytogenes, oppA peut €tre transcrit indépendamment grace a la
présence d’un terminateur faible en aval d’oppA (Borezee et al., 2000; Podbielski et al.,
1996). Chez Lc. lactis, I’opéron oppDFBCApepOl comprend deux promoteurs situés en
amont des genes oppD et oppA, et deux terminateurs situés en aval des genes oppA et pepO1

(Ie géne pepO1 code pour une oligopeptidase) (Guédon et al., 2001b). Donc chez Lc. lactis, le
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gene oppA peut également étre transcrit indépendamment des quatre autres genes oppDFBC.
Enfin, I’organisation génétique de ces opérons est sujette a des variations en fonction de
I’espece considérée (Figure 8). Les séquences déduites des cinq protéines de St. thermophilus
présentent de fortes homologies avec des protéines homologues d’autres streptocoques, dont
St. pneumoniae (62% d’identité pour AmiAl et 86% d’identité pour AmiE). Ce systeme de
transport est de type ABC, les oligopeptides se fixent a la protéine AmiAl, les deux protéines
membranaires AmiC et AmiD forment le pore et les deux ATPases AmiE et AmiF fournissent

I’énergie (Figure 4).

e Role du systeme Opp dans la nutrition azotée

Le systeme de transport d’oligopeptides joue un rdle essentiel dans la nutrition azotée chez les
bactéries et tout particuliecrement chez les BL qui sont auxotrophes pour certains acides
aminés (Braquart et Lorient, 1977; Deguchi et Morishita, 1992; Morishita et al., 1981;
Neviani et al., 1995).

Il a été montré qu’un mutant Ami’, obtenu par mutagenese insertionnelle dans I’opéron
amiA ,CDEF, était incapable d’avoir une croissance rapide dans le lait. Le taux de croissance
de ce mutant était de 0,19 h' contre 0,79 h'! pour la souche sauvage ST18, ce qui montre
I’importance de ce systeme dans la croissance en lait (Garault et al., 2002).

L’étude de la croissance en milieu lait de différentes souches de St. thermophilus, possédant
ou non PrtS, a révélé que des souches possédant PrtS présentent une croissance diauxique et
que PrtS est exprimée au cours de la deuxieme phase exponentielle (Letort et al., 2002). Ce
résultat peut suggérer que le systtme de transport Ami permet chez les souches possédant
PrtS d’initier la croissance dans le lait en utilisant les oligopeptides initialement présents.
Ensuite, durant la deuxieéme phase exponentielle de croissance, phase au cours de laquelle
PrtS est exprimée, les peptides produits par la dégradation des caséines sont transportés par ce
systeme pour €tre utilisés par les cellules (Letort et al., 2002).

Chez St. pneumoniae et St. gordonii, il permet la croissance dans un milieu complexe dont la
source azotée est apportée sous forme de peptides (Alloing et al., 1996; Jenkinson et al.,

1996).

e Role du systeme Opp dans la régulation de génes

Chez St. thermophilus, le systeme de transport des oligopeptides joue un role important dans

la nutrition azotée mais ce systeme peut également affecter indirectement I’expression des
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oligopeptides chez différentes especes bactériennes

St. thermophilus ST18 (A) ; St. pneumoniae (B) ; Lc lactis (C) ; St. pyogenes (D) (Alloing et al., 1994; Borezee
et al., 2000; Guédon et al., 2001b; Podbielski et al., 1996).
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genes par un role de ‘“renseignement’’ sur les conditions environnementales (quorum-
sensing).

Chez St. thermophilus LMD-9, il a été remarqué que I’expression d’un petit peptide
hydrophobe (SHP) est nécessaire a la transcription du gene STE-1357 codant un peptide
appelé Pep1357C. La production de ce peptide (Pep1357C) et I’expression de son géne sont
liées a la composition du milieu mais aussi a la phase de croissance (Ibrahim et al., 2007).
Ainsi, elles augmentent dans un milieu sans peptide par rapport a un milieu riche en peptides
et cette différence est beaucoup plus prononcée au milieu de la phase exponentielle de
croissance. Cela suggere que 1’expression de ce peptide est dépendante du systeme "quorum-
sensing". L auteur propose que St. thermophilus LMD-9 sécrete le petit peptide hydrophobe
(SHP) dans le milieu de culture et a partir d’une certaine concentration le systtme Ami peut
capter et internaliser ce peptide a I'intérieur des cellules. Ce peptide pourrait alors controler
I’activation du régulateur Rgg1358 par une interaction protéine-protéine. Ce dernier, a son
tour, pourrait activer la transcription du géne STER-1357 codant le peptide Pepl357C
(Ibrahim et al., 2007). Le role des régulateurs appartenant a la famille multigénique rgg a été
étudié chez les streptocoques pathogenes. Ils régulent des geénes de nature vari€e, souvent
nécessaires a la survie des cellules en conditions de stress et a la colonisation de leurs hotes
(Chaussee et al., 2003, 2004). 1ls sont impliqués, chez St. pyogenes, dans 1’expression de
plusieurs protéines associées a la virulence et localisées sur la paroi cellulaire (Chaussee et
al., 2003). Chez St. thermophilus, le cluster rggC (rggCl et rggC2) est impliqué dans la
survie des cellules en condition de stress oxydant (Fernandez et al., 2006).

Un deuxieme exemple plus récent montre 1I’'implication indirecte du systtme Ami dans la
régulation des genes via le systeme "quorum-sensing" ou les cellules de St. thermophilus
LMD-9 non compétentes en milieu riche deviennent compétentes en milieu MCD en début de
phase exponentielle. Il a été montré que les deux protéines affines pour les oligopeptides
AmiAl et AmiA3 de la souche LMD-9 controlent la compétence des cellules via le controle
de I’expression du gene comX, lui-méme impliqué dans le contr6le des genes de compétence
(Gardan et al., 2009). Ces protéines affines aux oligopeptides, surtout la protéine AmiA3,
controlent indirectement 1’expression du geéne comX par un mécanisme qui implique
probablement le transport d’un peptide de signalement (Gardan et al., 2009). L’identification
de ce peptide a permis de proposer un modele (Fontaine er al., 2010). Ce petit peptide
hydrophobe (Shp0316) ou ComS (pour Competence Signal) de 24 résidus
(MKTLKIFVLFSLLIAILPYFAGCL) est produit sous forme d’un précurseur, lors de la

croissance en milieu MCD puis est maturé et sécrété. A partir d’une certaine concentration
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dans le milieu extracellulaire, le peptide mature baptisé ComS* serait internalisé
essentiellement par la protéine affine aux oligopeptides AmiA3. ComS* interagit avec le
régulateur Ster_0316 qui appartient a la famille Rgg et est nommé ComR (Competence
Regulator). Le régulateur ComR, a son tour, active la transcription du régulateur ComX
d’une part et celle du ComS d’autre part (Fontaine et al., 2010).

Chez les Streptocoques pathogenes, le systeme (Opp) joue un role dans la régulation d’un
certain nombre de génes impliqués dans la nutrition mais aussi dans la virulence des bactéries.
Chez St. pneumoniae, les protéines affines aux oligopeptides AmiA et PlpA (ou AliA)
controlent indirectement 1’adhérence des bactéries aux cellules eucaryotes en régulant
I’expression des ligands impliqués dans l’adhésion par un mécanisme qui implique
probablement des molécules de signalement (Cundell et al., 1995). De plus, le systtme Ami
pourrait jouer un role essentiel dans la régulation métabolique chez St. pneumoniae. Les
acides aminés issus de I’hydrolyse des peptides internalisés par ce systeme joueraient un role
important dans la régulation générale de genes impliqués dans plusieurs fonctions comme le
transport des acides aminés, la compétence et I’adhérence des cellules (Claverys et al., 2000).
Chez St. pyogenes, la synthese de la protéase SpeB, qui est un facteur de virulence et
représente une des principales protéines sécrétées dans le milieu de croissance, est réprimée
partiellement quand le systeme Opp est muté (Podbielski ef al., 1996). De méme, la mutation
de la protéine affine aux oligopeptides HppA chez St. gordonii réprime 1’expression du gene
cshA codant une adhésine. Cette répression serait provoquée par I’absence de transport d’une

molécule produite par les cellules, dans le mutant HppA™ (McNab et Jenkinson, 1998).

3.2.2.2. Le transport des di et tri peptides

Il existe deux systemes de transport des dipeptides chez Lc. lactis ssp. lactis : le systeme DtpT
et le systtme DppP (ATP-dépendant). Chez St. thermophilus, aucun systeme de transport de
di-tripeptides n’a été caractérisé. Par contre, 1’analyse des génomes séquencés des trois
souches de St. thermophilus révele la présence d’un systeme de transport proton-dépendant
homologue a DtpT de Lc. lactis (Bolotin et al., 2004). En revanche, aucun transporteur ATP-
dépendant ne semble co-exister avec DtpT chez St. thermophilus.

Enfin, le fait que le triple mutant amiA1/A2/A3 de St. thermophilus ST18 est viable dans un
milieu contenant des di tri peptides comme unique source azotée suggere la présence d’au
moins un autre systeme de transport impliqué dans le transport de dipeptides mais il n’a pas

été identifi€ (Garault et al., 2002).
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Chez Lc. lactis ssp. lactis, le transporteur DtpT est constitué d’une seule protéine codée par un
gene chromosomique monocistronique (Guédon et al., 2001b). La spécificité de ce systeme
de transport a bien été caractérisée chez Lc. lactis ssp. lactis par constitution de
protéoliposomes.

Ainsi, le systtme DtpT n’a aucune affinité pour les peptides ayant une taille supérieure a
3 résidus donc ce systeme semble étre spécifique des di- tripeptides (Fang et al., 2000). Le
systeme DtpT pourrait également étre impliqué d’une maniere indirecte dans la régulation de
certains génes du systéme protéolytique via le régulateur transcriptionnel CodY. En effet, les
systemes de transport des peptides permettent 1’internalisation de peptides contenant les
acides aminés a chaine ramifiée (BCAA) qui jouent un rdle de cofacteurs pour le régulateur

CodY (Guédon et al., 2001a, 2001b).

3.2.2.3. Le transport des acides aminés

Koning et al., (1989) ont décrit trois mécanismes de transport d’acides aminés chez les BL.

- En premier lieu, le transport actif dont 1’énergie est fournie par I’ATP ou d’autres
composés phosphorylés riches en énergie. Ce mode de tansport est unidirectionnel et permet
I’accumulation intracellulaire des acides aminés (Driessen et al., 1987). Chez
St. thermophilus, il est utilisé pour transporter les acides aminés a chaine ramifiée, la
méthionine, la glutamine, et des acides aminés polaires (Hols et al., 2005; Juilliard, 2007). 11
est a souligner que le transport des acides aminés branchés chez St. pneumoniae est assuré par
un systeme perméase codé par 1'opéron [iv. Chez St. thermophilus, comme chez
St. pneumoniae, le transport de la glutamine est assuré par plusieurs transporteurs de type
ABC soulignant I’importance de la glutamine pour la croissance des streptocoques (Hols et
al., 2005; Hoskins et al., 2001).

- En second lieu, le transport couplé a la force promotrice qui permet le transport
simultané et réversible d’acides aminés et de protons (ou d’autres cations comme le Na*). 1l
est utilisé chez St. thermophilus pour transporter I’alanine, la glycine, la sérine et la thréonine
(Juilliard, 2007).

- Enfin, le transport par systeme antiport ou la force motrice est di au gradient
chimique des acides aminés transportés. Cet échange ne nécessite donc pas d’énergie
(Poolman, 1993). Ainsi, I’entrée d’un acide aminé précurseur est couplée a la sortie d’un
produit de ce précurseur comme c’est le cas du couple arginine/ornithine chez

St. thermophilus (Poolman, 1993).
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3.2.3. Les peptidases intracellulaires de St. thermophilus

La consommation des peptides par les BL dépend, dans un premier temps, de la spécificité
des systemes de transport qui vont les internaliser. Ces peptides seront ensuite hydrolysés par
un pool des peptidases intracellulaires dépendant de la souche bactérienne.

En général, les peptidases des BL peuvent étre classées selon la position de la liaison
peptidique hydrolysée en endopeptidases ou exopeptidases. Les endopeptidases hydrolysent
les liaisons peptidiques a Dintérieur de 1’oligopeptide. Par contre, les exopeptidases
hydrolysent les liaisons peptidiques a partir des extrémités amino (N)- ou carboxy (C-)
terminales des chaines polypeptidiques et sont donc classées en aminopeptidases et
carboxypeptidases respectivement.

St. thermophilus possede une vingtaine de peptidases (Hols et al., 2005) mais d’un point de
vue biochimique quinze peptidases différentes ont été détectés par chromatographie dont
13 sont des homologues a celles de Lc. lactis (Rul et Monnet, 1997). Seul un nombre limité
d’endo- et aminopeptidases a été caractérisé (PepO, PepA, PepC, PepN, PepS et PepX)
(Chapot-Chartier et al., 1994; Chavagnat et al., 2000; Rul et Monnet, 1997; Rul et al., 1994;
Tsakalidou et al., 1997). La variabilité du contenu peptidasique intracellulaire ne semble pas
avoir été étudiée au sein de St. thermophilus, et ce, en dépit du réle que peuvent jouer les
peptidases dans le développement de flaveurs dans les fromages (Gagnaire et al., 2001).

Ensuite, seules les différentes peptidases caractérisées chez St. thermophilus seront décrites.

3.2.3.1. Les endopeptidases de St. thermophilus

N

L’oligopeptidase PepO est une métallopeptidase a serine, monomérique avec une masse
moléculaire de 70 kDa. Comme 1’oligopeptidase PepO de Lc. lactis ssp. cremoris Wg2 et de
Propionibacterium freudenreichii ATCC 9614, PepO de St. thermophilus A a une activité
endopeptidasique sur des oligopeptides de 5 a 30 résidus d’acides aminés (Chavagnat et al.,
2000; Stepaniak et al., 1998; Tan et al., 1991). Contrairement au gene pepO des lactocoques,
celui de St. thermophilus, tout comme celui de Lb. helveticus CNRZ32, ne fait pas partie d’un
opéron portant des geénes d’un systeme de transport des oligopeptides. Le géne pepO de
St. thermophilus est monocistronique et code une protéine de 631 résidus d’acides aminés

(Chavagnat et al., 2000).
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3.2.3.2. Les exopeptidases de St. thermophilus

Si certaines peptidases de St. thermophilus sont capables de dégrader des protéines a partir de
leur extrémité N-terminale (aminopeptidase), aucune peptidase permettant de dégrader des
protéines a partir de leur extrémité C-terminale (carboxypeptidase) n’a été caractérisée chez

St. thermophilus.

3.2.3.2.1. Les aminopeptidases générales

St. thermophilus possede deux peptidases générales PepN et PepC qui ont été caractérisées.

e [’aminopeptidase PepN

L’aminopeptidase PepN est une enzyme tres conservée parmi les bactéries lactiques. En effet,
elle est retrouvée chez les lactocoques, les lactobacilles et les streptocoques (Christensen et
al., 1995; Kunji et al., 1996).

Le geéne pepN code une protéine de 847 résidus d’acides aminés. PepN est une
métallopeptidase monomérique avec une masse moléculaire de 96,3 kDa. A I’exception des
résidus de proline, de glycine et d’acides aminés acides, I’enzyme PepN a une large

spécificité (Chavagnat et al., 1999).

e [’aminopeptidase PepC

L’aminopeptidase PepC est largement présente chez les bactéries lactiques puisqu’elle est
retrouvée chez les lactobacilles, les lactocoques, les leuconostoques, les pediocoques et les
streptocoques (Chapot-Chartier et al., 1994; Fernandez et al., 1994; Klein et al., 1994;
Vesanto et al., 1994; Wohlrab et Bockelmann, 1993). L’aminopeptidase PepC de
St. thermophilus CNRZ 302 présente 70% d’identité avec son homologue de Lc. lactis ssp
cremoris et 34% avec la bléomycine hydrolase des eucaryotes (Chapot-Chartier et al., 1994).
Le geéne pepC code une protéine de 445 résidus d’acides aminés avec une masse moléculaire
calculée de 50,4 kDa. L’analyse biochimique de I’enzyme recombinante a montré que PepC
est une aminopeptidase a groupement thiol avec une masse moléculaire de 300 kDa suggérant
une structure hexamérique de cette enzyme. La spécificité de 1’aminopeptidase PepC a été
principalement étudiée en utilisant des dérivés para-nitroanilide et B-naphtylamide d’acide
aminé. Ces études ont montré que cette aminopeptidase est capable de libérer une grande
gamme d’acides aminés, les acides aminés basiques, hydrophobes neutres, et les résidus

acides mais elle est incapable de libérer le résidu proline. De plus, PepC n’a ni une activité sur
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les peptides ayant le coté N-terminal bloqué, ni une activité endopeptidasique (Chapot-

Chartier et al., 1994).

3.2.3.2.2. Les aminopeptidases spécifiques

Trois aminopeptidases spécifiques PepS, PepA et PepX ont été caractérisées chez
St. thermophilus. La spécificité de substrat de PepS est plus étroite que 1’activité des
aminopeptidases  générales. Les deux autres aminopeptidases PepA (glutamyl
aminopeptidase) et PepX (X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidase) hydrolysent des liaisons

peptidiques impliquant un acide aminé spécifique.

e [’aminopeptidase PepS

PepS est une métallopeptidase monomérique avec une masse moléculaire calculée de
45,3 kDa (Fernandez-Espla et Rul, 1999). Le gene pepS code une protéine de 413 résidus
d’acides aminés. Cette peptidase présente la plus grande identité (50%) avec 1I’aminopeptidase
PepS de B. subtilis (Fernandez-Espla et Rul, 1999).

Elle est capable d’hydrolyser des oligopeptides de 2 a 10 résidus d’acides aminés (Fernandez-
Espla et Rul, 1999). Ainsi, elle hydrolyse les dipeptides composés a 1’extrémité N-terminale
d’un résidu d’arginine ou d’acide aminé aromatique (Trp notamment). Ces substrats
préférentiels sont des dipeptides contenant en position P’1 un acide aminé non chargé (Gly ou
Ala). L’activité de cette peptidase est moins efficace (moins de 10% de I’activité maximale
testée avec le peptide de référence Trp-Gly) avec les dipeptides ayant du coté N-terminal un
autre acide aminé basique (Lys, His) ou hydrophobe (Pro, Met, Leu) (Fernandez-Espla et Rul,
1999). Cette peptidase n’est pas capable de cliver efficacement la liaison X-Pro.

Chez les bactéries lactiques, aucune peptidase (PepX, O, C, P, F, A, V ou T) n’est essentielle
pour la croissance en lait. La fonction déficiente d’une peptidase pourrait étre compensée par
une autre peptidase, ce qui expliquerait que la croissance n’est pas affectée d’une maniere
significative. Par contre, le fait de muter la peptidase PepS affecte significativement la
croissance de St. thermophilus. Ainsi aucune autre peptidase ne semble compenser le role de
PepS et ce méme dans un milieu riche comme le milieu M17. La peptidase PepS joue un rdle
important dans la croissance de St. thermophilus CNRZ385 quelque soit le milieu de culture
utilisé (Christensen et al., 1999; Thomas et al., 2010).

En milieu lait supplémenté en casitone (digestion pancréatique des caséines), la population

cellulaire finale de la souche CNRZ385ApepS est significativement inférieure a celle obtenue
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avec la souche sauvage ce qui suggere que PepS aurait un réle supplémentaire a celui de la
nutrition azotée (Thomas ef al., 2010).

La souche CNRZ385ApepS présente par rapport a la souche sauvage un phénotype différent :
elle est plus résistante au choc osmotique et au traitement au lysozyme, présente un taux de
transformation plus faible et un nombre de coques par de chainette plus grand (Thomas et al.,
2010). Des interrogations existent donc sur le role secondaire que pourrait jouer une telle
peptidase, avec une activité aussi large, pour expliquer qu’elle affecte autant la croissance
ainsi qu'une grande gamme de fonctions de cette bactérie ? Thomas et al., (2010) proposent
que cette peptidase aurait un role dans la maturation des protéines de ménage ou méme la
destruction de certaines protéines connues comme étant instables ou ayant une demi-vie
courte. En effet, la spécificité de cette peptidase correspond a la séquence de la partie N

terminale de ces protéines instables (Fernandez-Espla et Rul, 1999; Varshavsky, 1996).

e [’aminopeptidase PepA

L’aminopeptidase PepA a une structure octamérique puisque sa masse moléculaire estimée
sur gel de filtration est de 360 kDa alors qu’elle est de 45 kDa en électrophorese SDS PAGE
(Rul et al., 1995). PepA montre une activité sur des dérivés para-nitroanilide, les di- et
tripeptides et les peptides de grandes tailles comme le fragment 43-58 de la caséine ag; (Rul ef
al., 1995).

PepA dégrade préférentiellement les oligopeptides composés de 5 résidus. Elle hydrolyse
spécifiquement les peptides possédant a leur extrémité N-terminale des résidus glutamate ou
aspartate, elle est capable également de libérer le résidu de sérine présent en position N-
terminale (Rul et al., 1995).

Les dipeptides Asp-X préférentiels testés contiennent un résidu aromatique (Tyr ou Phe) en
position P’1. PepA représente donc ni une activité endopeptidasique ni une activité
carboxypeptidasique sur les peptides testés.

Ces activités peptidasiques spécifiques des acides aminés acides en position N-terminale ont
été caractérisées également pour PepA chez Lc. lactis MG1363 (I’ Anson et al., 1995) et pour
PepE chez E. coli et S. typhimurium (Carter et Miller, 1984).

e La X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidase PepX
La peptidase PepX a été plus particulicrement étudiée en raison de sa capacité a hydrolyser les
séquences riches en résidus prolyls. En effet, la fraction caséinique qui représente 80% des

protéines contient de nombreux résidus prolyl. Ainsi, les caséines as;, g2, B, et K comportent
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respectivement 17, 10, 35, et 20% de résidus prolyl. La capacité de St. thermophilus a
hydrolyser des peptides issus des cas€ines est donc primordiale pour son développement en
milieu lait.

PepX est une X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidase dimérique (Tsakalidou et al., 1997). La
spécificité de substrat de cette enzyme a €été établie en utilisant différents substrats de
synthese. Elle hydrolyse les substrats ayant une séquence N-terminale X-pro-Y, mais les
activités dépendent du type de résidus d’acides aminés X et Y. Sur les peptides testés, PepX a
la plus forte activité pour le peptide Gly-Pro-Arg-Pro (Tableau 6).

Un fragment de 4.2 kb contenant le gene pepX a été amplifi€é par PCR et séquencé. L’analyse
de la séquence obtenue (4256 pb) a révélé I’existence de deux séquences codantes (CDS) en
orientation inverse. CDS1 correspond au gene pepX et code une protéine de 755 résidus
d’acides aminés avec une masse moléculaire de 85,6 kDa et un point isoélectrique théorique
de 5,19. Cette masse moléculaire théorique correspond a la masse moléculaire estimée chez la

méme souche, en électrophorese SDS-PAGE (Anastasiou et al., 2002).

Tableau 6 : Activité relative de I’enzyme PepX de St. thermophilus ACA-DC4 sur
différents substrats (Tsakalidou et al., 1997)

Substrats activité relative (%)
Dérivés de 4-Nitroaniline
Alanyl-4-nitroanilide 1
Arginyl-4-nitroanilide 2
Arginyl-prolyl-4-nitroanilide 55
Glycyl-phenylalanyl-4- 1
nitroanilide
Glycyl-prolyl-4-nitroanilide 100
Leucyl-4-nitroanilide 1
Lysyl-4-nitroanilide 0
Phenylalanyl-4-nitroanilide 7
Prolyl-4-nitroanilide 2
Peptides
Alanyl-leucyl-alanyl-leucine 0
Alanyl-prolyl-glycine 72
Glycyl-phenylalanine 0
Glycyl-prolyl-arginyl-proline 100
Isoleucyl-prolyl-isoleucine 34
Methionyl-glycine 0
Tyrosyl-alanine 0
Valyl-prolyl-leucine 83
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La peptidase PepX présente une identité de 59% avec son homologue de St. pneumoniae
contre 48% seulement avec celle de Lc. lactis ssp. Lactis NCDO763 (Anastasiou et al., 2002;
Nardi et al., 1991; Tettelin et al., 2001).

4. Régulation de I’expression du systeme protéolytique chez les

bactéries

Les conditions nutritionnelles des bactéries sont susceptibles d’étre modifiées brusquement et
cela a tout instant. Ces micro-organismes, en modulant et/ou modifiant leur métabolisme, et
notamment leur synthese protéique, sont capables de s’adapter aux variations du milieu

extérieur.

4.1. Les régulations en réponse a la source de carbone

Des mécanismes de régulation de la transcription liés a la source de carbone ont été illustrés
chez différentes bactéries. L’une d’entre elles, la "répression catabolique", permet le contrdle
de I’expression de genes codant pour des enzymes impliquées dans le métabolisme des
glucides et de 1’azote (Morel et al., 1999; Stiilke et Hillen, 1999; Zomer et al., 2007). La
répression catabolique est induite en présence d’une source de carbone rapidement
métabolisable telle que le glucose dans le cas de Lc. Lactis ou le lactose dans le cas de

St.thermophilus.

4.1.1. Modele de la répression catabolique chez les bactéries Gram™

Le régulateur transcriptionnel CcpA (catabolite control protein A), étudié pour la
premiere fois chez B. subtilis, joue un rdle essentiel dans la répression catabolique. Ces études
ont permis 1’élaboration d’un modele qui se révele identique chez les bactéries lactiques dont
St. thermophilus (Van den Bogaard et al., 2002; Luesink et al., 1998; Saier et al., 1996;
Stiilke et Hillen, 1999). La protéine CcpA appartient a la famille des répresseurs Lacl/GalR.
Grace a un motif hélice-tour-hélice, les protéines de cette famille sont capables de se fixer a
I’ ADN en présence de différents effecteurs (Henkin, 1996). CcpA interagit avec une séquence
d’ADN pseudo-palindromique appelée cre (catabolite responsive element), dont la séquence
consensus chez B. subtilis est TGWNANCGNTNWCA (W =AouT, N=A, T, G ou O)
(Weickert et Chambliss, 1990), ou celle identifiée plus tard chez les bactéries 3 Gram®

TGNNANCGNTNNCA ou une différence de deux nucléotides est autorisée dans toutes les

57



positions sauf pour les deux nucléotides CG présents dans le centre qui doivent étre conservés
(Hueck et al., 1994). L’interaction entre CcpA et son site de reconnaissance s’effectue en
présence d’un co-effecteur qui est la protéine HPr (histidine-containing phosphocarrier
protein) dont le résidu séryl en position 46 est phosphorylé (HPr(ser)P). En présence de
glucides rapidement métabolisables, la forme HPr(ser)P est privilégiée par rapport a la forme
HPr(his)P qui ne peut pas interagir avec le régulateur CcpA. La forme Ser-phosphorylée,
permet I’accumulation d’un certain nombre d’intermédiaires glycolytiques (Poncet et al.,
2004). Par ailleurs, I’interaction CcpA/cre a été étudiée chez Bacillus megaterium par
Schumacher et al., (2007). En effet, il a été démontré que le fructose-1,6-diphosphate et le
glucose-6-phosphate stabilisent directement I’interaction entre CcpA et HPr(ser)P, permettant
une régulation fine de 1’expression des genes par CcpA en réponse a I’activité métabolique
(Schumacher et al., 2007). Chez Lc. lactis, Zomer et al., (2007) ont démontré que la nature de
la régulation exercée par CcpA est directement liée au positionnement du site cre dans la
région promotrice du gene cible. En effet, la présence d’un site cre en amont de la région -35
engendre une activation de 1’expression du geéne cible alors que le positionnement d’un site
cre au sein ou en aval des régions -35 et -10 du promoteur provoque une répression. Chez
St. thermophilus, le modele suivant a été proposé : I'exces de lactose dans le milieu de
croissance conduit a 1'accumulation de fructose-1,6-bisphosphate (FBP) qui stimule I’activité
kinase de I’'HPrK/P et donc la production de la HPr(ser)P. Le complexe CcpA- HPr(ser)P se
fixe sur le site cre provoquant ainsi la répression ou 1’activation de la transcription du gene
cible selon la position du site cre (Figure 9) (Van den Bogaard et al., 2002).

Concernant les genes régulés par le régulateur CcpA, la plupart des travaux ont reposé sur
I’étude de mutants du gene ccpA.

Chez B. subtilis, une étude a prouvé une induction de I’expression du gene codant
I’acétate kinase (ackA), et ce via I’intervention coordonnée de CcpA et CodY (Shivers et al.,
2006). CodY est un autre régulateur transcriptionnel global, réprimant une partie du
métabolisme azoté chez des bactéries Gram™ a bas pourcentage en bases G et C (Molle et al.,
2003).

Chez Lc. lactis, Luesink et al., (1998) ont mis en évidence un contrdle négatif par CcpA
de I’expression de 1I’opéron galAMKTE qui code des enzymes impliquées dans le catabolisme
du galactose, et une activation catabolique de 1’opéron las (pfk-pyk-ldh) (codant pour la
phosphofructokinase, la pyruvate kinase et la lactate déhydrogénase respectivement). En effet,

la mutation du geéne ccpA provoque une baisse de I’expression de ces trois derniers genes
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mais aussi une diminution du taux de la croissance de Lc. lactis cultivée en présence de

glucose, saccharose et fructose (Luesink et al., 1998).
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Figure 9 : Modele proposé pour I’impact de CcpA sur le métabolisme du lactose chez

St. thermophilus (Van den Bogaard et al., 2002)

L’exces de lactose dans le milieu de croissance conduit a I'accumulation de fructose-1,6-bisphosphate (FBP) qui
stimule I’activité kinase de I"'HprK/P et donc la production de la HPr(ser)P, co-activateur principal de CcpA. Le
complexe CcpA- HPr(ser)P se fixe sur le site cre provoquant ainsi la répression ou I’activation de la transcription
du gene cible selon la position du site cre, en aval ou en amont du promoteur.

Chez St. pneumoniae, CcpA constitue probablement un régulateur clé du métabolisme
central, son rdle s’étendant au contrdle de plusieurs facteurs de virulence (Iyer et al., 2005).

Chez St. thermophilus les génes codant les enzymes de la voie de Leloir et le transport et
I’hydrolyse du lactose sont trés conservés au sein de cette espece et forment un cluster
galKTE-galM-lacSZ composé de deux opérons galKTE et lacSZ et du gene galM (Van den
Bogaard et al., 2004, 2000; Ercolini et al., 2005; Hols et al., 2005; Vaughan et al., 2001).
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Ces deux opérons sont activés par le régulateur transcriptionnel GalR, codé par le gene galR
situé en amont du gene galK (Vaughan et al., 2001). La mutation du géne ccpA de
St. thermophilus CNRZ302 leve la répression de 1’opéron lacSZ en présence de lactose (Van
den Bogaard et al., 2000). L’expression de ce dernier est aussi induite par I’activateur GalR
dans un milieu contenant du glucose ou du galactose (Vaughan et al., 2001). Cette régulation
implique la voie de la glycolyse et la voie de Leloir et est aussi associée aux performances du
mécanisme de transport du lactose. En exces de lactose, il est remarqué une consommation
totale du glucose issu de I’hydrolyse du lactose alors que le galactose n’est consommé que
partiellement et secrété dans le milieu extracellulaire, méme si la souche est Gal®. Par contre,
quand le lactose est limitant, ses produits d’hydrolyse (le glucose et le galactose) sont
consommés dans les mémes proportions. Cela résulte de 1’action des deux régulateurs GalR et
CcpA (Vaughan et al., 2001). Ainsi, CcpA régule le niveau de 1’expression de trois enzymes
clés dans la voie de la glycolyse. Les niveaux d’expression du gene Idh (lactate
déhydrogénase) et de I’opéron las comportant les genes pfk et pyk (phosphofructokinase et
pyruvate kinase) sont induits d’une maniere CcpA-dépendante en présence de lactose (Figure

9) (Van den Bogaard et al., 2002, 2000).

4.1.2. Régulation des peptidases par la répression catabolique

Chez les bactéries Gram®, le role du régulon CcpA ne se limite pas au métabolisme du
carbone. CcpA agit également sur 1’expression de genes codant des enzymes clés dans
d’autres voies métaboliques, telles que le métabolisme azoté (Hols et al., 2005; Moreno et al.,
2001; Yoshida et al., 2001).

Chez Lc. lactis la source de carbone affecte 1I’expression de pepP (Guédon et al., 2001b).
L’expression de ce gene a été étudiée dans des conditions induisant ou non la répression
catabolique (MCD-Glc Milieu Chimiquement Défini contenant du glucose vs MCDGal,
contenant du galactose). Cette étude suggere fortement que 1’expression de ce gene puisse €tre
sous le contrdle de la répression catabolique puisque d’une part sa transcription est
significativement augmentée dans les conditions ou la répression catabolique n’est pas
exercée (MCDGal) : en présence de galactose, le gene pepP n’est plus réprimé. D’autre part
4 sites cre potentiels ont été détectés en amont du gene pepP (Guédon et al., 2001b). Le gene
codant la protéine CcpA chez Lc. lactis et chez de nombreuses BL est situé en amont du gene
pepQ avec une orientation téte a téte (Mabhr et al., 2000; Zomer et al., 2007). La conservation
de cette organisation génétique au sein des BL (Lb. Bulgaricus, Lb. pentosus, St. mutans)

suggere un role de CcpA dans la régulation de I’expression du gene pepQ et peut-Etre dans
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celle d’autres genes codant des composants du systeme protéolytique. Zomer et al., (2007) ont
proposé que la présence du site cre dans la région intergénique ccpA-pepQ joue un double
role chez Lc. lactis. Le site cre chevauche, d’une part, la boite -35 du géne ccpA génant ainsi
son expression et suggérant une autorégulation du gene ccpA (Mabhr et al., 2000). D’ autre part
grace au méme site cre, CcpA active directement I’expression du gene pepQ, (Mahr et al.,
2000). Un des substrats préférentiels de la prolidase PepQ est le dipeptide leucylproline. Ce
dipeptide a un effet sur I’expression des genes prtP, pepC, pepN et sur 1’opéron opp-pepO1
chez Lc. lactis (Guédon et al., 2001b). 1l a été démontré que le résidu leucine améliore la
fixation du régulateur CodY sur son opérateur (den Hengst et al., 2005b). PepQ pourrait donc
jouer un rodle dans la régulation du systeme protéolytique de Lc. lactis via son produit
d’hydrolyse. Cela suggere qu’il existe chez les BL un couplage entre le métabolisme azoté et
le métabolisme carboné. Cette régulation de PepQ par CcpA a été proposée chez la plupart
des BL (Zomer et al., 2007).

Chez Lb. delbruekii ssp bulgaricus CNRZ397, le gene homologue de ccpA (pepR1) est
trouvé en amont du gene pepQ et un site cre est présente dans la région intergénique ccpA-
pepQ. Contrairement aux autres peptidases PepX, PeplIP et PepN, la peptidase PepQ montre
une activité deux fois plus importante en milieu riche en peptides (milieu MRS) qu’en lait. La
biosynthese de PepQ dépend donc de la composition du milieu de culture et ne dépend pas de
la concentration en peptides. Pour toutes ces raisons, une régulation du gene pepQ par CcpA a
été proposée (Morel et al., 1999). Une répression catabolique de I’expression du gene pepQ a
d’ailleurs été mise en évidence chez Lb. delbrueckii ssp. lactis. L’activité prolidase de PepQ et
I’expression de son gene sont plus élevées quand le glucose est remplacé par du lactose. De
plus, la protéine CcpA interagit spécifiquement avec les régions promotrices du gene pepQ,
des genes codant deux autres peptidases PepX et Pepl et du géne codant un transporteur
d’acides aminés ramifiés BrnQ (Schick et al., 1999).

Chez Lb. pentosus, le gene ccpA a été également retrouvé en amont du gene pepQ. 1l
présente 2 promoteurs, dont le plus éloigné du site d’initiation de la transcription chevauche
un site cre. Ce promoteur est sous le contréle de CcpA, suggérant une autorégulation du gene
ccpA via ce promoteur (Mahr er al., 2000). Chez Lb. casei, le géne ccpA ne subirait pas
d’autorégulation : il est exprimé via un seul promoteur et ne possede pas de site cre (Mahr et
al., 2000).

Chez St. thermophilus, une étude préliminaire a montré que la mutation du gene ccpA
affecte I’expression de nombreux genes dont ceux impliqués dans le métabolisme azoté et les

co-facteurs du métabolisme (Hols et al., 2005).
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4.2. Les régulations en réponse a la source d’azote

4.2.1. Mécanisme de régulation par des régulateurs généraux en réponse a la source

d’azote

En réponse a la concentration d’azote accessible pour les bactéries, les régulations de
I’expression de plusieurs composants du systeme protéolytique d’E. coli et de B. subtilis ont
été caractérisées. Ces régulations impliquent deux régulateurs transcriptionnels pléiotropes :
Lrp (Leucine-Responsive regulatory Protein) et CodY (Control Of Dpp). Dans ce paragraphe,
nous allons nous intéresser, plus particulierement, a ces deux régulateurs, a leur mode
d’action, aux genes qu’ils contrdlent, ainsi qu’a leur rdle physiologique pour la cellule.

Le régulateur Lrp a été étudié essentiellement chez E. coli et a servi de modele d’étude
chez les bactéries a Gram™. Il est décrit comme un régulateur dépendant de la leucine. Lrp
appartient a la famille Lrp/AsnC et est trés conservée chez les y-protéobacteries (Brinkman et
al., 2003). Ce régulateur se retrouve chez de nombreuses bactéries Gram™ et des homologues
de Lrp sont présents chez certaines bactéries Gram® (Belitsky er al., 1997; Beloin et al., 2000,
Loépez-Torrejon et al., 2006). L’analyse des séquences de plusieurs génomes a révélé non
seulement la présence des genes codant des protéines de la famille Lrp/AsnC dans les
archéobactéries et les eubactéries 3 Gram®, mais aussi une multiplicité surprenante de ces
genes dans le génome de B. subtilis. En effet, sept génes codant des protéines de la famille
Lrp/AsnC ont été détectés par BLAST : IrpC, IrpA (yddO), lrpB (yddP), yezC, ywrC, azIB et
yugG (Beloin et al., 2000).

Le second régulateur, CodY, est un régulateur transcriptionnel présent dans plusieurs
especes de bactéries 2 Gram® aux génomes 2 bas pourcentage en bases G et C. Il réprime la
transcription d’une dizaine de geénes en réponse a la richesse du milieu en acides aminés
ramifiés et/ou GTP (Guédon et al., 2001a, 2001b; den Hengst et al., 2005a, 2005b; Serror et
Sonenshein, 1996).

Grace a leur motif hélice-tour-hélice (HTH), les deux protéines Lrp et CodY sont
capables de se fixer a I’ADN et réguler des genes et des opérons de maniere directe (Platko et
Calvo, 1993; Serror et Sonenshein, 1996). Plusieurs séquences nucléotidiques des opérateurs,
sur lesquels Lrp et CodY se fixent, ont été proposées. Concernant la protéine Lrp, des sites
consensus de fixation ont été identifiés pour cette protéine (Cui et al., 1995; Rex et al., 1991;
Wang et Calvo, 1993a). Ces séquences d’ADN correspondent a des régions riches en bases A
et T qui sont généralement des endroits courbés de I’ADN (Gazeau et al., 1994). Chez

Lc. lactis et B. subtilis, des régions d’ADN riches en AT sont également présumées étre
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reconnues par la protéine CodY pour laquelle deux motifs consensus de fixation ont été
proposés (Belitsky et Sonenshein, 2008; den Hengst et al., 2005b; Preis et al., 2009; Serror et
Sonenshein, 1996). En fait, les protéines Lrp et CodY, pourraient avoir une affinité a une
structure particuliere de I’ADN qui ne résulte pas forcement d’une séquence spécifique de ce
dernier (Gazeau er al., 1994; Serror et Sonenshein, 1996). Ainsi, chez E. coli et
S. typhimurium plusieurs sites de fixation de Lrp ont été identifiés pour certains opérons du
régulon Lrp (Ferrario et al., 1995; Gazeau et al., 1994; Roesch et Blomfield, 1998; Wang et
Calvo, 1993a, 1993b; van der Woude et al., 1995; Zhi et al., 1999). L’étude de la fixation de
la protéine Lrp sur les différents sites de 1’opéron ilvIH, qui code une enzyme impliquée dans
la biosynthese des acides aminés ramifié€s, a montré chez E. coli que la courbure de I’ADN
augmente avec le nombre de molécules de protéines Lrp fixées (Wang et Calvo, 1993b). De
plus, chez E. coli la protéine Lrp se trouve sous deux formes, octamérique ou
hexadécamérique (Chen et al., 2001). La transition entre les deux formes pourrait étre
modulée par la leucine, affectant la liaison et l'activité de la protéine Lrp pour ses geénes cibles
(Chen et Calvo, 2002). Ainsi, en présence de la leucine, la forme octamérique est favorisée.
La structure de la protéine Lrp en forme octamérique liée a I'ADN a été réalisée chez E. coli

(de los Rios et Perona, 2007).

4.2.1.1. La régulation par Lrp

4.2.1.1.1. Le régulon Lrp

La protéine Lrp est considérée comme un régulateur général d’E. coli puisque
I’expression de 5 a 10% des genes est affectée dans une souche ou le geéne /rp est muté
(Newman et Lin, 1995). Les geénes régulés par Lrp sont impliqués dans la biosynthese, la
dégradation et le transport des acides aminés mais aussi dans le transport des nutriments et
I’adhérence a I’héte (Brinkman et al., 2003; Calvo et Matthews, 1994; Ernsting et al., 1992;
Newman et Lin, 1995). De plus, la protéine Lrp régule 75% des geénes induits lors du passage
en phase stationnaire (Cho et al., 2008; Tani et al., 2002). Dans certains cas, Lrp est un
activateur de la transcription comme c’est le cas de 1’opéron ilvIH, dans d’autres cas c’est un
répresseur comme c’est le cas du transporteur des peptides Opp et le transporteur des acides
aminés ramifiés (Calvo et Matthews, 1994; Haney et al., 1992). De plus, il a été montré que
I’expression de certains genes pouvait €tre a la fois induite et réprimée par Lrp (Nou et al.,
1995; Zhi et al., 1999). Zhi et al., (1999) ont identifié 11 sites de fixations de la protéine Lrp

dans les 350 bp présents en amont de 1I’opéron dadAX, et montré que le positionnement de ces
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sites au niveau de la région promotrice détermine directement la nature de la régulation. En
effet, il a été démontré que la présence de ces sites au sein du promoteur engendre une
répression, alors que le positionnement en amont de la région promotrice provoque une
activation de I’expression de 1’opéron étudié. Il a aussi été remarqué que la leucine et
I’alanine diminuent I’affinité de la protéine Lrp vers les sites responsables de la répression
alors qu’ils ont peu ou pas d’effet sur I’affinité de Lrp vers les sites de 1’activation (Zhi et al.,
1999).

Chez B. subtilis, sur les sept génes codant des protéines de la famille Lrp/AsnC, 4
seulement ont été étudiés : lrpA (yddO), lrpB (yddP), azlB et lrpC (Belitsky et al., 1997,
Beloin et al., 1997, 2000; Dartois et al., 1997; Lopez-Torrejon et al., 2006).

- LrpA et LrpB sont impliquées dans la sporulation probablement par la régulation de
la transcription du gene glyA codant une sérine hydroxyméthyl transférase (SHMT) (Dartois
etal., 1997).

- AzIB a été décrite comme un régulateur négatif de I'opéron az/[BCDEF impliqué dans
le transport des acides aminés a chaine ramifiée (Belitsky et al., 1997).

- Enfin, LrpC joue un rodle dans la sporulation et la régulation du métabolisme des
acides aminés et contrairement aux autres membres de la famille Lrp/AsnC, cette protéine est
autorégulée positivement (Beloin et al., 1997, 2000). LrpC pourrait aussi €tre impliquée dans
la recombinaison et la réparation de I’ADN (L6pez-Torrejon et al., 2006). Enfin, 1’analyse des
génomes des BL disponibles dans les banques de données EMBL/GenBank (2003) n’a pas
révélé d’homologue de Lrp (Brinkman et al., 2003).

4.2.1.1.2. La modulation de la régulation par Lrp

L’affinité de la protéine Lrp pour ses sites de fixation sur ’ADN est modulée par la
leucine qui se fixe par son tour a la protéine Lrp (Calvo et Matthews, 1994; Chen et al., 2001;
Ernsting et al., 1992; Lin et al., 1992; Newman et Lin, 1995; Ricca et al., 1989; Roesch et
Blomfield, 1998; Willins et al., 1991).

La régulation par Lrp est aussi affectée par la modulation de I’expression de son gene. Un
des parametres susceptibles de faire varier 1I’expression du gene Irp est la protéine Lrp elle-
méme. En effet, la transcription du gene Ilrp est autorégulée et peut étre réprimée par la
protéine Lrp elle-méme (Chen et al., 2001; Wang et al., 1994). L’expression du gene lrp est
aussi affectée par la composition du milieu de croissance. La transcription de ce gene est
réprimée dans un milieu riche en acides aminés et affectée aussi par la source de carbone

présente dans le milieu (Chen et al., 1997; Lin et al., 1992; Wang et al., 1994). Finalement, la
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phase de croissance module indirectement la concentration de Lrp dans les cellules et cela
indépendamment de la composition du milieu. En fait, I’expression du gene Ilrp est plus
importante en phase stationnaire qu’en phase exponentielle de croissance (Landgraf et al.,

1996).

4.2.1.2. La régulation par CodY

CodY est un régulateur transcriptionnel pléiotrope particulierement étudié chez
B. subtilis et Lc. lactis. 11 est présent dans plusieurs especes de bactéries a Gram' aux
génomes a bas pourcentage en bases G et C (Guédon et al., 2005; Sonenshein, 2005).
Le consensus établi chez Lc. lactis et confirmé chez B. subtilis concernant sa séquence de
fixation a I’ADN est AATTTTCWGAAAATT (Belitsky et Sonenshein, 2008; Guédon et al.,
2005; den Hengst et al., 2005b).

4.2.1.2.1. Le régulon CodY

Le régulon CodY comprend les genes identifiés comme étant régulés par CodY. Chez
B. subtilis, CodY réprime significativement plus de 100 génes pendant la phase exponentielle
de croissance. Ces genes sont impliqués dans différentes voies métaboliques et fonctions
cellulaires comme des protéines impliquées dans le métabolisme de 1’azote (ureABC, dpp,
hut, bkd, et gabP), de I’acétate (acsA), dans le développement de la compétence (rapC, srfA et
comK) ou encore la syntheése des acides aminés branchés (Fisher, 1999; Serror et Sonenshein,
1996).

Il existe deux exceptions pour lesquelles CodY est connu pour €tre activateur : la premiere
concerne le gene bsrF et la deuxieme le geéne ackA (acétate kinase) dont la régulation fait
également intervenir CcpA (Preis et al., 2009; Shivers et al., 2006). Cette coopération entre
ces deux régulateurs n’est d’ailleurs pas le seul exemple chez B. subtilis, puisqu’elle existe
aussi au niveau de 1’opéron ilv-leu codant des enzymes impliquées dans la synthese des acides
aminés branchés. CcpA y joue le role d’activateur alors que CodY est répresseur (Tojo et al.,
2005).

CodY active directement la transcription des geénes bsrF et ackA en se fixant en amont du site
d’initiation de la transcription des deux genes, respectivement a -329 pb et entre -61 et -100
pb (Preis et al., 2009; Shivers et al., 2006). Ces deux positions correspondent a des modeles
classiques de régulation positive. La protéine CodY se fixe mais avec une faible affinité a un

deuxieéme site dans la région promotrice du gene ackA, ce site chevauchant la boite -10 et le
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site d’initiation de la transcription, ce qui est inhabituel pour un régulateur positif (Shivers et
al., 2006). Les centres des deux régions affines pour la protéine CodY sont distants de 77 pb,
suggérant que les molécules CodY liées seraient sur la méme face de 1'hélice d’ADN. Pour
expliquer cette situation, 1’auteur propose que CodY et I'ARN polymérase se lient a I'hélice
d'ADN face a face. Ainsi, soit CodY stabilise la fixation de I'ARN polymérase, soit CodY
modifie la structure de la région promotrice afin de faciliter la fusion de I'ADN (Shivers et al.,
2006).

L’ analyse du régulon CodY chez Lc. lactis montre beaucoup de similarités avec celui
de B. subtilis, les différences étant particuliecrement attachées aux propriétés physiologiques
de chacune des deux bactéries. Le régulon CodY de Lc. lactis comporte une centaine de genes
selon les résultats des études de Guédon et al. (2001ab, 2005) et den Hengst et al. (2005b).
L’opéron ilv constitue, comme pour B. subtilis, une cible privilégiée ainsi que des genes
codant des protéines impliquées dans les voies de biosynthese d’autres acides aminés, le
transport des peptides ou des acides aminés, dont le géne bcaP qui code un transporteur des
BCAA (Guédon et al., 2005; den Hengst et al., 2006, 2005b). Guédon et al., (2001b) ont
montré que 1I’expression de six genes ou groupes de genes (prtP, opp-pepO;, pepN, pepC et
pepX) est réprimée de 5 a 150 fois suite a 1’ajout d’un hydrolysat contenant 80% de peptides
et 20% d’acides aminés alors que celle de 9 autres testés (dipT, pepP, pepA, pepF2, pepDAI,
pepQ, pepT, pepM et I’opéron dtpP) n’est pas affectée. Donc, certaines protéines faisant partie
de la machinerie protéolytique semblent ne pas étre régulées par CodY, comme c’est le cas de
PepA, PepQ et DtpT. Par ailleurs, comme cela a été évoqué précédemment, la source de

carbone affecte I’expression de pepP chez Lc. lactis (Guédon et al., 2001b).

Chez les streptocoques, CodY constitue également un régulateur clé surtout chez les
streptocoques pathogenes ou le role de CodY s’étend au contrdle de plusieurs facteurs de
virulence.

Chez St. pneumoniae, Hendriksen et al., (2008) ont montré I’'implication de CodY
dans la répression de l’opéron ilvBNC, ainsi que le gene gdhA codant une glutamate
déshydrogénase. Ce régulon est composé principalement de genes impliqués dans le
métabolisme des acides aminés, mais aussi dans d’autres processus cellulaires, tels que le
métabolisme du carbone et I'absorption du fer (Hendriksen er al., 2008). Contrairement a
B. subtilis, aucun des geénes impliqués directement dans la compétence ne semble étre sous le
controle de CodY (Hendriksen et al., 2008). Il est par ailleurs suggéré que CodY serait

directement ou indirectement engagé dans la pathogénicité du pneumocoque, en accord avec
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son implication dans la réponse a des changements nutritionnels. Hendriksen et al., (2008)
suggerent un lien possible entre la régulation nutritionnelle et 1'adhérence puisque
I’expression du géne codant la protéine de liaison a la choline PcpA est réprimée dans un
mutant codY (geéne interrompu par un remplacement d’allele). De plus, la protéine CodY est
capable de se fixer en amont du géne pcpA. De plus, chez un double mutant codY pcpA,
I’adhérence est encore plus diminuée par rapport au simple mutant codY. En effet, chez un
mutant codY, seule une transcription de base du gene pcpA est présente, permettant une faible
adhésion du pneumocoque par rapport a celle du type sauvage. Ainsi, dans les modeles
expérimentaux murins, colonisés au niveau du nasopharynx et des poumons par
St. pneumoniae, Hendriksen et al., (2008) ont démontré que le gene codY est transcrit. CodY
semble donc nécessaire pour la colonisation. Ce constat a été renforcé in vitro par la
diminution de I'aptitude du mutant codY a adhérer a des cellules du nasopharynx (Hendriksen
et al., 2008).

Chez St. pyogenes, 1’étude de I’expression des genes codant des enzymes
métaboliques, des facteurs de transcription, des transporteurs et des facteurs de virulence a été
menée. Il a été montré que I’expression de plusieurs genes de chacun des quatre groupes
étudiés est soumise a un controdle direct ou indirect par CodY en fonction de 1’état nutritionnel
(Malke et al., 2006a, 2006b). Par exemple, le géne braB impliqué dans le transport des BCAA
constitue une cible privilégiée de la protéine CodY chez St. pyogenes (Malke et al., 2006b).
Chez cette bactérie, la voie de biosynthese des BCAA est absente et cette bactérie est donc
dépendante des systemes de transport d’oligopeptides et de BCAA (Ferretti et al., 2001). De
plus, CodY est impliqué dans une régulation transcriptionnelle positive de pel/sagA et mga
selon la phase de croissance. Ces geénes codent des régulateurs qui affectent positivement
I’expression de plusieurs facteurs de virulence (Malke et al., 2006b). Dans un milieu
complexe, CodY joue un rdle dans I’activation des genes de virulence en milieu de phase
exponentielle. Dans ces conditions, CodY renforce la transcription de I’activateur pléiotrope
mga, simultanément avec une forte régulation positive d’au moins 6 facteurs de virulence
(hasA, ideS, speH, scpA, prtS et scl) (Malke et al., 2006b). Parmi ceux-ci, scpA et scl sont
connus comme des cibles de 1’activateur mga (Mclver et Scott, 1997; McLandsborough et
Cleary, 1995; Rasmussen et al., 2000). De méme, les autres facteurs de virulence notamment
PrtS (protéase homologue a celle de St. thermophilus avec un pourcentage d’identité de 32%)
sont soumis a une forte régulation positive et ne font pas partie du régulon Mga. De plus,
contrairement a la situation chez B. subtilis et Lc. lactis (den Hengst et al., 2005b; Molle et

al., 2003; Serror et Sonenshein, 1996), en milieu MCD et en milieu riche, I’expression de
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dppA chez St. pyogenes est fortement activée en milieu de phase exponentielle par CodY. Ce
résultat suggere que CodY pourrait activer I’expression de certains genes d’une maniere
directe (Malke et al., 2006b).

Pour ce qui concerne St. thermophilus, I’analyse de la séquence du génome de trois
souches disponible dans les banques de données indique la présence d’un homologue de
CodY. In vitro, des expériences de retard sur gel ont montré que la protéine CodY de
St. thermophilus est capable de se fixer sur les promoteurs de 14 genes appartenant au
systeme protéolytique (prtS, amiAl, pepA, pepS, pepN, pepC, pepB, pepQ, pepV, pepT, pepM,
pepXP, pepP et pepO) ce qui suggere que CodY de St. thermophilus pourrait jouer un role

similaire a son homologue de Lc. lactis (Liu et al., 2009).

4.2.1.2.2. Les signaux dans la régulation par CodY

Tres peu d’études étant disponibles sur le régulateur CodY chez St. thermophilus, le modele
proposé chez d’autres bactéries essentiellement B. subtilis et Lc. lactis sera discuté dans ce
paragraphe.

L’absence de région hydrophobe dans CodY suggere que la protéine est probablement
cytoplasmique et répond a un signal intracellulaire (Slack et al., 1995). Chez Lc. lactis, ce
résultat a été confirmé par Guédon et al. (2001a) qui ont montré que les dipeptides contenant
un des 3 acides aminés branchés doivent entrer dans la cellule pour qu’ils exercent, via CodY,
leur effet répresseur sur la transcription des genes cibles. Comme pour le régulateur Lrp, la
régulation par CodY pourrait é&tre modulée par la concentration de la protéine CodY elle-
méme. Chez B. subtilis, CodY est plus exprimée durant la phase exponentielle de croissance
que durant la phase stationnaire (Slack et al., 1995). En fait, Fisher et al (1996) supposent que
Ieffecteur de la régulation par CodY chez B. subtilis pourrait €tre une molécule produite en
réponse a différents parametres comme la vitesse de croissance plutdt que a la composition du
milieu de croissance.

Dernierement, plusieurs études fonctionnelles chez B. subtilis ont montré que cette
protéine réprime les genes de son régulon en présence de deux effecteurs, le GTP et/ou les
BCAA indépendamment (Ratnayake-Lecamwasam et al., 2001; Shivers et Sonenshein, 2004).
Dans les deux cas ou codY est connu pour €tre un activateur (ackA et bsrF), son role semble
étre plus compliqué. Pour activer le géne bsrF, CodY a besoin des deux effecteurs GTP et
BCAA et I’effet du GTP nécessite la présence des BCAA alors que dans le cas du gene ackA,
il a besoin essentiellement des BCAA pour activer I’expression (Preis et al., 2009; Shivers et

al., 2006). Cette activation est supplémentée par CcpA qui joue un double role : d’une part il
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active I’expression du gene ackA indépendamment de CodY, et d’autre part il active la
protéine CodY en activant I’expression de 1’opéron ilvB (Shivers et Sonenshein, 2005; Tojo et
al., 2005). L’opéron ilvB est impliqué dans la biosynthese des BCAA et réprimé par CodY
(Fink, 1993).

Chez Lc. lactis, les BCAA sont les seuls effecteurs intracellulaires connus capables
d’activer la répression par CodY sachant que la plupart des souches de Lc. lactis sont
auxotrophes pour les BCAA (Figure 10) (Guédon er al., 2005; den Hengst et al., 2005a;
Petranovic et al., 2004). Des expériences in vitro ont montré que plusieurs molécules de
CodY se fixent sur le promoteur de I’opéron opp et le nombre de ces molécules est affecté par
la quantité des acides aminés branchés qui stimulent cet accrochage (den Hengst et al.,
2005a). En effet, chez Lc. lactis les acides aminés branchés, surtout 1’isoleucine, augmentent
fortement 1’ affinité de CodY pour les promoteurs des génes qu’il contrdle alors que le GTP
n’a pas d’effet (Guédon et al., 2005; den Hengst et al., 2005a; Petranovic et al., 2004). Etant
donné que le GTP est un marqueur de I’état énergétique de la cellule et qu’il a un effet
modulateur de I’activité de CodY de B. subtilis, cela pourrait soutenir la possibilité que CodY
de B. subtilis est sensible a 1'état énergétique de la cellule, contrairement a son homologue de
Lc. lactis, d’ou la présence de genes du métabolisme carboné dans le régulon CodY de
B. subtilis (den Hengst et al., 2005a).

Chez St. pneumonaie, malgré la présence des genes du métabolisme carboné dans le
régulon CodY, la fixation de ce dernier a I’ADN est modulée par la présence des BCAA et
non par le GTP (Hendriksen et al., 2008).

Hendriksen et al., (2008) ont identifié¢ une boite CodY chez St. pneumonaie, qui est
semblable a la séquence consensus décrite chez Lc. lactis. Ainsi, ils ont montré que la plupart
des geénes surexprimés dans un mutant codY (gene inactivé) sont sous le contrdle direct de
CodY, et que ce dernier n'a pas la méme affinité pour tous les promoteurs de son régulon.
D’une part, l'affinité de CodY pour son propre promoteur est relativement faible en présence
de faible concentration de BCAA, mais avec une concentration élevée de BCAA, cette affinité
augmente largement et CodY pourrait réprimer fortement sa propre expression. D'autre part,
l'affinité globale de CodY pour la région promotrice du géne gdhA (qui code une glutamate
deshydrogénase) est beaucoup plus élevée que celle du gene codY, ce qui indique que, méme
a de tres faibles concentrations de BCAA, CodY pourrait encore réprimer 1’expression du

gene gdhA (Hendriksen et al., 2008).
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Figure 10 : Modele présentant la régulation de I’expression de certains génes du régulon

protéolytique de Lc. lactis (Guédon et al., 2001a, 2001b)

Enfin, chez St. pyogenes, la répression du gene braB qui dépend de CodY, est
largement atténuée en situation d’abondance de BCAA et d’absence des autres acides aminés,
alors que chez B. subtilis la répression de I’opéron ilvB, également dépendante de CodY, a
lieu dans un milieu complexe et milieu minimal contenant BCAA (Malke et al., 2006b; Molle

et al., 2003).

70




Nous venons de voir que CodY participe a la régulation du métabolisme azoté dans
plusieurs especes de bactéries a Gram®. Il permet ainsi a la bactérie d’adapter son métabolisme
a la quantité et aux types de nutriments présents dans son environnement. D’autres régulateurs
de transcription (TnrA et GInR) sont impliqués chez B. subtilis dans la modulation de ce
métabolisme selon des conditions du milieu (Fisher, 1999). Ces deux régulateurs
appartiennent a la famille MerR et reconnaissent le méme opérateur avec la séquence
TGTNANTNACA (Fisher, 1999; Kloosterman et al., 2006). A ce jour, il n’a pas été prouvé
que I’expression des genes codant les composants du systeme protéolytique de B. subtilis ou

d’autres bactéries a Gram® soit régulée d’une maniere directe par un de ces régulateurs.

4.2.2. Régulation des composants du systeme protéolytique de St. thermophilus

Si la régulation du systeme protéolytique des bactéries modeles Lc. lactis et B. subtilis a été
relativement bien décrite, elle a été tres peu étudiée chez St. thermophilus.

Quelques études protéomiques sur St. thermophilus ont été réalisées. Nous pouvons citer
I’étude faite par Arena et al., (2006). Cette étude a comparé le profil protéique obtenu en
M17-lactose, avec ceux obtenus apres différents stress (froid, chaud, oxydant, acide et carence
nutritionnelle). Les résultats montrent que St. thermophilus répond aux différents stress par
I’augmentation de la quantité des protéines de stress général, mais aussi 1’augmentation de la
quantité des protéines spécifiques a chacune des conditions (Arena et al., 2006).

Une autre étude sur l’adaptation au lait a été effectuée chez St. thermophilus
LMG18311. Le profil protéomique de la bactérie a été comparé dans deux milieux : M17-
lactose et lait. I a été mis en évidence notamment le réle de la pyruvate formiate lyase (Pfl)
dans I’adaptation de St. thermophilus au lait, milieu dans laquelle elle est fortement induite
(Derzelle et al., 2005). La pyruvate formiate lyase (Pfl) catalyse le clivage non oxydatif du
pyruvate en formiate et en acétyl-CoA selon un mécanisme radicalaire (Knappe et Sawers,
1990). Le formiate produit est probablement impliqué dans la biosynthese des purines. Chez
St. bovis, I’expression du gene pfl dépend de la source de carbone métabolisable par un
mécanisme dépendant de CcpA (Asanuma et Hino, 2000; Asanuma et al., 2004). Chez la
souche LMG18311, une séquence cre a été détectée en amont du gene pfl (la séquence
TGTAAGCGGTTACT se situe a -92 pb du potentiel codon start ATG), ce qui suggere que la
source de carbone modulerait aussi I’expression du gene pfl chez St. thermophilus (Derzelle et
al., 2005). Derzelle et al., (2005) ont aussi montré que BcaT et IlvC sont produites a des
niveaux plus élevés pendant la croissance en lait. Ainsi, plusieurs peptidases ont été

identifiées par 2-DE (PepC, PepN, PepQ, PepX), et seulement une d’entre elles, la X-prolyl-
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dipeptidyl aminopeptidase PepX, subit une régulation positive au cours de la croissance dans
le lait. Ceci est en contraste avec la situation constatée chez Lc. lactis, ou pepX, pepC et pepN
appartiennent au méme régulon (Derzelle et al., 2005). Dans le cas de la peptidase PepN,
I’effet du milieu sur son activité a été€ déja mentionné chez la souche St. thermophilus A. Cette
peptidase garde seulement 49% de son activité quand les peptides utilisés comme source
d’azote sont remplacés par une quantité équivalente d’acides aminés (Chavagnat et al., 1999).
Cette perte d’activité pourrait étre expliquée par une répression de 1I’expression du geéne pepN,
d’autant qu’une séquence répétée inversée a été retrouvée dans la région promotrice de ce
gene. Donc la présence de cette séquence avec une structure de type opérateur suggere la
présence d’une régulation transcriptionnelle au niveau de I’initiation de la transcription
(Chavagnat et al., 1999).

De plus, une analyse de la physiologie de St. thermophilus LMG18311 a été faite par
comparaison de la variation d’expression des genes et de I’abondance protéique en lait entre
deux stades de croissance (2,5 h et 5,5 h) (Herve-Jimenez et al., 2008). Cette analyse a mis en
évidence la variation de 84 genes ou protéines de St. thermophilus entre 2,5 h et 5,5 h de
croissance en lait. La majorité de ces génes ou protéines sont impliqués dans le métabolisme
azoté (51% du total). L’analyse a révélé une régulation positive des transporteurs de peptides
et d’acides aminés, notamment au niveau des deux opérons livJHMGF et amiA;CDEF et du
gene dipT, des voies spécifiques de biosyntheése des acides aminés, notamment les acides
aminés soufrés, et des geénes et protéines impliqués dans le métabolisme de divers sucres
(Herve-Jimenez et al., 2008). De plus, I’approche protéomique a révélé que I’expression de
27 protéines variait significativement entre les 2 stades de croissance en lait. L’expression de
13 protéines dont la peptidase PepX était réprimée. L’expression de cette peptidase est
réprimée au niveau protéomique puisqu’elle reste stable au niveau transcriptomique (Herve-
Jimenez et al., 2008). Donc, les genes pepX, dtpT et les deux opérons livVJHMGF et
amiA;CDEF n’ont pas le méme comportement, sachant néanmoins qu’il pourraient &tre
régulés par CodY puisque Liu et al., (2009) ont montré que CodY est capable de se fixer aux
promoteurs de 14 geénes appartenant au systeme protéolytique de St. thermophilus dont le

promoteur du gene pepX et I’opéron amiA ;CDEF.

e Expression du gene prtS au cours de la croissance

L’activité de la protéase de paroi de deux souches de St. thermophilus (CNRZ 385 et
CNRZ 703) a été étudiée dans deux milieux différents : en lait et en milieu M17 (Shahbal et

al., 1993). La présence d’une source d’azote disponible immédiatement (milieu M17) affecte
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I’activité de la protéase de la souche CNRZ 703, mais pas de celle de la souche CNRZ 385.
En effet, aucune différence significative dans I’activité de la protéase n’a été trouvée pour la
souche CNRZ 385 lorsque les cellules ont été cultivées en lait et en milieu M17. Au contraire,
la souche CNRZ 703 présentait une activité trois fois plus élevée lorsque les cellules étaient
cultivées en lait par rapport au milieu M17 (Shahbal et al., 1993). De plus, chez la souche
CNRZ385 TD'activité est maximale a la fin de la phase exponentielle puis elle diminue
rapidement au début de la phase stationnaire alors que chez la souche CNRZ703 la valeur de
cette activité est maximale a la fin de la phase exponentielle et elle reste stable au cours de la
phase stationnaire (Shahbal et al., 1993). 1l apparait donc que les deux protéases des deux
souches CNRZ 385 et CNRZ 703 ne sont pas régulées de la méme fagon.

Malgré cette divergence au niveau de la régulation, les deux protéases montrent des profils
similaires de dégradation des caséines : les deux caséines oy et B sont hydrolysées avec une
préférence pour la deuxieme (Shahbal et al., 1993).

Des observations similaires ont été faites pour la production de la protéase associée a
la paroi dans différentes souches de lactocoques. La protéase de la paroi de Lc. lactis ssp.
cremoris E8 et AM1 et Lc. lactis ssp. lactis NCDO 763 sont inductibles (Exterkate et de Veer,
1985; Monnet et al., 1987), alors que cette enzyme est constitutive chez Lc. lactis ssp.
cremoris Wg2 (Hugenholtz et al., 1987). Ainsi chez Lb. helveticus CRL 1062 et CRL
974 (ATCC 15009), 1a biosynthese de la protéase de surface dépend de la concentration des
peptides dans le milieu de culture (Hebert et al., 2000). Les niveaux les plus élevés ont été
trouvés lors de la croissance cellulaire en MCD mais la synthése de cette enzyme est inhibée
en MCD supplémenté en casitone, casaminoacides ou B-CN (Hebert et al., 2000).

L’étude de la croissance en milieu lait de différentes souches de St. thermophilus,
possédant ou non PrtS, a révélé que des souches possédant PrtS présentent une croissance
diauxique en milieu lait et que PrtS est exprimée au cours de la deuxieéme phase exponentielle
(Figure 11) (Letort et al., 2002). La régulation fine du géne demeure inconnue. Ainsi, durant
la premiere phase exponentielle de croissance St. thermophilus utilise les acides aminés libres
et les petits peptides du lait alors que pendant la deuxieme phase exponentielle de croissance,
phase au cours de laquelle PrtS est exprimée, la bactérie peut utiliser les caséines comme
source d’acides aminés. Une croissance diauxique dans le lait avec deux phases
exponentielles de croissance est également démontrée chez d’autres bactéries capables de se
développer dans le lait telles que S. aureus. Pendant la phase de transition se produit la
coagulation du lait. La coagulation semble étre provoquée par 1’activité protéolytique des

enzymes sécrétées par S. aureus, qui produit 10 protéases extracellulaires : les protéases
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ScpA, SplA, B, C, D, E, et F, SspA et B, et la métalloprotéase Aur (Borezée-Durant et al.,
2009).

Malgré le role important que joue la protéase PrtS dans le développement de
St. thermophilus dans le lait, les souches qui en sont dépourvues peuvent néanmoins s’y
développer. En effet, elles sont souvent cultivées avec d’autres bactéries lactiques telle que
Lb. bulgaricus qui peuvent hydrolyser les protéines laitieres et fournir a St. thermophilus les

peptides nécessaires a sa croissance (Courtin et al., 2002).

log cfu/ml

Time (h) Time (h)

Figure 11 : Croissance en milieu lait d’une souche de St. thermophilus ne comportant pas

(a) ou comportant (b) a sa surface la protéase PrtS (Letort ef al., 2002)
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Objectif du travail

L’équipe « Proteolyse et Biofonctionnaltés des Protéines et Peptides » s’intéresse aux
peptides bioactifs issus des protéines laitieres. Ses recherches concernent (i) la production de
peptides bioactifs a partir des protéines laitieres et (ii) la compréhension de la
biodisponibilité/mode d’action de peptides bioactifs modeles, isolés par 1’équipe
antérieurement. Concernant la production de peptides bioactifs, I’équipe PB2P a exploré ces
dernieres années la possibilité de libérer des peptides bioactifs a partir des lactoprotéines en
utilisant le systeme protéolytique de surface de St. thermophilus. Dans ce cadre, les objectifs
de ma these ont été d’étudier la variabilité du syteme protéolytique de surface au sein de
I’espece St. thermophilus, en me focalisant plus particulierement sur la variabilité de la
protéase de paroi PrtS. Dans ce manuscrit les différents résultats obtenus sont organisés en
3 chapitres dont deux ont fait I’objet d’une publication parue ou en cours de révision. Ces
deux publications sont incluses. Les résultats du troisieme chapitre n’ayant pas encore €té

publiés, ils sont présentés in extenso et discutés.
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1. Souches, milieux et conditions de culture

1.1. Souches bactériennes utilisées et conditions de conservation

Les souches de St. thermophilus étudiées font partie d'une collection du laboratoire. Ces
souches d’origines diverses proviennent soit d’isolements réalisés au laboratoire a partir de
produits laitiers d’origines différentes (ferments, yaourts ou fromages a pates pressées cuites)
(P. Bracquart, communication personnelle) soit de la collection CNRZ (Centre National de
Recherches Zootechniques, INRA Jouy-en-Josas, France) soit de la collection ATCC
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) (Tableau 7). Ces souches sont

stockées au laboratoire a - 80°C en lait écrémé reconstitué a 10% (m/v).

Tableau 7 : Origine des souches de St. thermophilus utilisées dans ce travail

Souches Origine Souches Origine
CNRZ21 Yaourt CNRZ308 Fromage
CNRZ307 Fromage CNRZ302 Fromage
CNRZ1066%* Yaourt ATCC19258 Lait pasteurisé
PB18O Fromage ST85 Fromage
ATE11PB6 Yaourt ST80 Fromage
ST19 Yaourt ST88 Fromage
PB5 Yaourt ATEI19PBS Yaourt
HADS8«a Yaourt ST87 Fromage
CNRZ445 Fromage PB18 Fromage
ST20 Yaourt Y4 Yaourt
CNRZ160 Yaourt LMD-9%* Yaourt
ST14 Yaourt 4F44 Fromage
CNRZ407 Yaourt PB302 Yaourt
CNRZ404 Yaourt PB385 Yaourt
HAD17 Yaourt CNRZ391 Yaourt

1.2. Milieux et conditions de culture

Les cultures ont été incubées pendant une nuit en lait écrémé a 42°C avant chaque expérience
(Tableau 8). Pour l'extraction d’ADN et les mesures d’activité enzymatique (protéase ou
uréase), les souches ont été cultivées a 1% (v/v) dans le milieu M17 (Tableau 8) (Terzaghi et

Sandine, 1975) avec ou sans urée (0,1% m/v). Pour le suivi de l'acidification, les souches de
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St. thermophilus ont été cultivées en lait écrémé reconstitué a 10% (m/v) avec ou sans
bactotryptone a 1% (m/v) et avec ou sans flurofamide (N-[diaminophosphinyl]-4-
flurobenzamide; ICN, Orsay, France) (10 uM) qui est un inhibiteur de 1'uréase (Pernoud et al.,

2004).

Tableau 8 : Composition des milieux de culture utilisés

Milieu Composition Utilisation

Lait reconstitué 3 10% stérilisé Conservation des souches a -

15 min a 110°C Lait en poudre 10 % (m/v) 80i’C .
Préculture a 42°C

azlrtilri:(eiolrl 5S trlltllilr? ; 1111 (’)lo(é) Lait en poudre (II;’/{/)% Acidité Dornic
Bactotryptone 25¢g
Extrait de levure 25¢g
Sulfate de magnésium 025¢
Acide ascorbique 05¢g
M17 (Terzaghi et Sandine Extrait de viande 3g Cultures
1975) stérilisé 20 min a 120°C  Soyase 5g Extraction d’ ADN et de protéines
Lactose 20¢g
Bactopeptone 25¢g
B-glycérophosphate de Na 19 g
H,0 gsp 1L

2. Détection d’une activité protéolytique par zymographie

Le principe de cette méthode consiste en une séparation €lectrophorétique des protéines dans
un gel de polyacrylamide-SDS imprégné de caséine a la concentration finale de 0,025%.
L’activité caséinolytique de certaines protéines est alors mise en évidence par leur capacité a
dégrader leur substrat. Apres coloration du gel par le bleu de Coomassie, la présence de
bandes blanches sur fond bleu (plages d’hydrolyse) indique la présence de protéases

caséinolytiques (Raulo et al., 2002).

2.1. Préparation des extraits protéiques bactériens

Pour chaque souche, des cultures en milieu M17 ont été réalisées a 42°C pendant 16h. Les

cellules ont ensuite été récupérées par centrifugation a 4°C pendant 15 min a 3900 g.
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Le culot a subi 3 lavages successifs dans du tampon phosphate de sodium
(NaH2PO4/Na2HPO4 50 mM a pH 7) puis une congélation de 3h a - 20°C. Les cellules
congelées ont ensuite été mises en suspension dans 5 mL de tampon phosphate et ont subi une
sonication pendant 3 min a une puissance de 100 W avec un cycle actif de 50% (sonicateur
Vibra cell 600 W ; Bioblock Scientific). Les débris cellulaires ont été séparés du contenu
cellulaire soluble par centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12000 g. Le surnageant contenant
les protéines solubles intracellulaires a été conservé a - 80°C. Afin de libérer la protéase
pariétale, le culot de débris cellulaires a été mis en suspension dans du tampon phosphate de
sodium additionné de 10% de SDS et a subi une deuxieme sonication pendant 1 min avec
50% de cycle actif et une puissance de 100 W. Apres centrifugation a 4°C pendant 15 min et a
12 000 g, les débris cellulaires ont été €liminés et le surnageant contenant les protéines

extraites de la paroi conservé a - 80°C.

2.2. Préparation des échantillons protéiques pour le zymogramme

Les surnageants contenant les protéines solubles intracellulaires ou les protéines extraites des
parois ont été placés dans un volume équivalent de tampon d’échantillon : Tris HC1 1 M pH
6,8 ; saccharose 4% ; bleu de Bromophénol 0,2% ; SDS 10%, sans 2-mercaptoéthanol et sans
chauffage. L’absence du 2-mercaptoéthanol et du chauffage permet aux protéines apres leur
migration dans le gel d’électrophoreése de se renaturer et aux enzymes de retrouver leur
activité. Les électrophoreses SDS-PAGE des protéines ont été réalisées dans des gels de
polyacrylamide a 7,5% en pH discontinu. Les compositions des différentes solutions utilisées
pour réaliser un zymogramme sont présentées dans le tableau 9. Les conditions

électrophorétiques sont de 500 V, 60 mA et 30 W, pendant 2h30 a 4°C.

2.3. Mise en évidence des protéases par révélation de plages d’hydrolyse

Afin de mettre en évidence les plages d’hydrolyse témoins de la présence de protéases, le gel
a tout d’abord été incubé dans une solution de triton X100 pendant 1h30 sous agitation et a
température ambiante (Tableau 10). Puis le gel a été placé pendant 48 heures dans une
solution de tween 80 a 37°C et a pH 7,5, conditions optimales pour déceler 1’activité de PrtS
(Tableau 10). Le gel a alors été placé dans une solution de bleu de Coomassie R-250 pendant
2h, puis décoloré jusqu’a détection des plages d’hydrolyse (Tableau 10) (Raulo et al., 2002).
La masse moléculaire de la ou les protéase(s) présente(s) dans une plage de lyse a été estimée

a l'aide des protéines marqueurs de masse moléculaire (BioRad) (Tableau 11).
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Tableau 9 : Composition des gels, des tampons d'échantillon et d'électrodes utilisés en

électrophorese SDS-PAGE des protéines

Gel de concentration

Produits Quantité
Acrylamide, bisacrylamide T=5%,C=2,6%
Tris HCI pH 6,8 0,125 M
Dégazer le mélange pendant 15 min
SDS 2,6 mM
TEMED 3,3 mM
Persulfate d’ammonium 2,2 mM

Gel de séparation
Produits Quantité

Acrylamide, bisacrylamide

Tris HCI pH 8,8

T=75%,C=2,6%
0,375 M

Dégazer le mélange pendant 15 min

Caséine 0,025 % (m/v)
SDS 2,6 mM
TEMED 3,3 mM
Persulfate d’ammonium 2,2 mM
Tampon échantillon non réducteur
Produits Quantité
Tris HCI pH 6,8 1M
Saccharose 4% (m/v)
Bleu de Bromophénol 0,2% (m/v)
SDS 10% (m/v)
Tampon d'électrodes pH 8,3
Produits Quantité
Tampon Tris 0,25 M
SDS 3,5 mM
Glycine 0,192 M
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Tableau 10 :

Composition des solutions utilisées pour la révélation de P’activité

protéolytique lors d’un zymogramme (D’apres Raulo SM. et al., 2002)

Solution de Triton

Produits Quantité
Triton X100 2,7% (m/v)
Solution de Tween 80
Produits Quantité
Tween 80 2,7% (m/v)
NaCl 50 mM
CaCl, 13,25 mM
Tris 20 mM
HCI Ajuster lepH a 7,5
Solution de bleu de Coomassie R-250
Produits Quantité
Bleu de Coomassie R-250 0,1% (m/v)
Ethanol 50% (v/v)
TCA 2 % (m/v)
Solution de décoloration
Produits Quantité
Acide acétique glacial 7,5% (vIv)
Ethanol 30% (v/v)
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Tableau 11 : Marqueurs protéiques de référence (SDS-PAGE Standards, broad range,

Bio-Rad) utilisés pour le zymogramme

Marqueur protéique Masse moléculaire (kDa)
Myosine du muscle de lapin 200
B-galactosidase d'Escherichia coli 116,2

Phosphorylase b du muscle de

lapin 7.4

Sérum albumine bovine 66,2
Ovalbumine de blanc d'ceuf 45
Anhydrase carbonique bovine 31

Inhibiteur trypsique du soja 21,5

Lysozyme de blanc d'ceuf de poule 14,4
Aprotinine du pancréas bovin 6,5
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3. Mise en évidence et mesure de l'activité a 1'aide d’un substrat

synthétique

3.1. Récupération des cellules

L’activité protéolytique de surface a été évaluée avec des cellules viables qui ont été obtenues

apres croissance en lait ou en milieu M17.

*  Milieu M17

Pour des croissances effectuées en milieu M17, 10 mL de milieu de culture ont été centrifugés
pendant 15 min, a 3 900 g et 4°C. Les culots bactériens obtenus ont ensuite été lavés a deux
reprises (avec un bareme de centrifugation identique au premier), apres avoir été remis en

suspension dans 4 mL de tampon TRIS-HCI, 100 mM, pH 7.0.

= Milieu lait

Lors des croissances en lait, il est indispensable d’utiliser une solution saline spécifique afin
d’éliminer les caséines du lait. Ainsi, a 40 volumes de lait fermenté ont été ajoutés 5,3
volumes de solution saline (NaCl 0,85% (m/v) ; glycérophosphate de Na 0,5% (m/v) ; tween
80:0,1% (v/v) a pH = 7) ainsi que 1,3 volume de citrate trisodique 1M selon le protocole de
récupération de cellules établi par Chopard et al., 2001. Puis le mélange a été centrifugé
pendant 15 min, a 3 900 g a 4°C. Les culots obtenus ont ensuite été lavés a deux reprises et
remis en suspension dans 40 volumes d’eau distillée additionnée des mémes volumes de
solution saline et de citrate trisodique que précédemment.

Une fois I'intégralité des lavages effectués, les culots cellulaires provenant des deux milieux
sont remis en suspension dans du tampon Tris-HCI, 100 mM, pH 7. La concentration
cellulaire a été standardisée 2 5 x 10® ufc.mL™ par spectrophotométrie a 650 nm (soit DOgso =
1) (Chopard et al., 2001). Le fait que la concentration cellulaire soit standardisée entre les
différentes suspensions cellulaires obtenues permet de pouvoir comparer les activités
protéasiques obtenues chez différentes souches, dans les milieux M17 et lait, a des temps de

croissance distincts.
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3.2. Quantification des activités

Un test enzymatique permettant de détecter et mesurer 1’activité PrtS a été utilisé. Le substrat
a 2 mM (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pna) a été dissout dans 1 volume de N,N-diméthylformamide
pour 9 volumes de tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 contenant 5 mM de CaCl,. Les
échantillons ont été testés a 37°C, en mélangeant 1 volume de suspension cellulaire (DOgsp =
1) et 10 volumes de solution de substrat. Ces essais ont été réalisés en triplicat. L’activité

enzymatique a été mesurée au spectrophotometre a 410 nm.

Le méme protocole a été utilisé avec le substrat Lys-pna pour détecter et mesurer des

activités peptidasiques utilisées comme controle de lyse cellulaire.

4. Détermination du degré d’acidité Dornic

Dans un premier temps, 10 mL de lait reconstitué ont été ensemencés a 1% (v/v) avec une
souche de St. thermophilus et incubés pendant 16h a 42°C. La préculture ainsi obtenue a été
utilisée pour ensemencer a 1% (v/v) 300 mL de lait reconstitué a 11,1% (Tableau 8). Cette
culture a alors été divisée en trois volumes de 90 mL auxquels ont été rajoutés 10 mL soit
d’eau, soit d’une solution de bactotryptone (10% m/v), soit d’une solution de flurofamide (N-
[diaminophosphinyl]-4-flurobenzamide; ICN, Orsay, France) (100 uM). Les 3 x 100 mL de
culture ainsi obtenus ont alors été aliquotés en fraction de 10 mL. L'acidité Dornic a
directement été mesurée sur 10 mL avant incubation. Les autres fractions ont été placées a

42°C et l'acidité Dornic a été déterminée en triplicat a 2h, 4h et 6h de culture.

Une mole de soude versée neutralise 1'équivalent d'une mole d'acide lactique : la soude Dornic
a un titre de 1/9 M. Une mole d’acide lactique CH3CHOHCOOH pese 90 g/mol. Ainsi, 1 mL
de NaOH Dornic versé correspond 2 1/9 x 10~ mole de OH équivalent 2 1/9 x 10” mole
d’acide lactique soit 1/9 x 10° x 90 g d’acide lactique = 10 g d’acide lactique dans 10 mL de
lait soit 1 g d’acide lactique/L de lait. Sachant qu'un degré Dornic est égal a 0,1 g d’acide
lactique/L de lait, un mL de soude versé correspond a 10 degrés Dornic. Il faut donc

multiplier par 10 le nombre de mL de NaOH versé pour avoir I’acidité Dornic.
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5. Extraction d'ADN génomique, réactions de PCR, conditions

d’électrophorese et séquencage

5.1. Extraction d’ADN génomique

A partir d’une culture de 24 h réalisée dans 50 mL de milieu M17, les cellules bactériennes
ont été récupérées par centrifugation pendant 10 min a 3900 g et a 4°C, lavées 2 fois avec 5
mL de tampon TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 8 mM pH 8) et remises en suspension dans 5 mL
de TE. Afin d’hydrolyser la paroi des bactéries, 250 uL. d’une solution de lysosyme 5% (m/v)
ont alors été additionnés. Apres 1 h d’incubation a 37°C, 600 uL. ’EDTA (0,5 M pH 8) et 50
pL d’une solution de protéinase K 2% (m/v) ont été ajoutés. Apres 15 min d’incubation a
37°C, 660 pL d’une solution de SDS (10% m/v) ont été ajoutés et I’ensemble a été incubé a
50°C jusqu’a ce que les cellules soient lysées. Le lysat a ensuite été aliquoté a raison d’1 mL
par tube et 350 puL d’acétate de potassium froid (5 M acide acétique, 3 M acétate de
potassium) ont été ajoutés a chaque tube. Aprés 15 min d’incubation sur la glace, les
surnageants contenant les acides nucléiques ont été récupérés apres centrifugation (15 min a
4°C a 12000 g). Les ARN ont alors été éliminés grace a I’addition d’une solution de RNase A
1% (m/v). Apres incubation 60 min a 37°C, 1 volume de phénol saturé en eau et équilibré
avec du Tris-HCI 0,IM pH 8 et un volume de chloroforme ont été ajoutés a chaque tube.
Apres, homogénéisation et centrifugation 10 min a 4°C et 12000 g, la phase aqueuse a été
récupérée et un volume de chloroforme a été ajouté. Apres une nouvelle centrifugation de 10
min a 4°C et 12000 g, la phase aqueuse a été récupérée et I’ADN génomique précipité par
ajout d’un volume d’isopropanol froid. L’ADN a alors été lavé a I’éthanol a 70%, séché puis

dissout dans 50 pL de I’eau ultra pure.

5.2. Condition standard d’amplification par PCR

Le mélange réactionnel d'amplification (volume final : 50 pL) est composé de: 5 pL de
tampon de PCR concentré 10 X (BioRad), 1,5 mM de MgCl,, 200 pM de chaque dNTP
(Biorad), 50 pmol de chaque amorce, 1,25 unités de Taq Polymérase (Biorad) et environ
200 ng d’ADN génomique. Les différentes amorces utilisées ainsi que les températures
d’hybridation sont indiquées dans le tableau 12. Les réactions ont été effectuées dans un

thermocycler My Cycler (BioRad). Les amorces ont été dessinées a partir du génome de la
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souche LMD-9, disponible dans les banques de données EMBL/GenBank, a l'aide du

programme : Primer 3 input (http://Prodom.wi.mil.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi).

5.3. Electrophorese d’ADN

Un volume d’échantillon a analyser est additionné de 0,2 volume de tampon de dépot
(composé de 0,25% (m/v) de bleu de bromophénol, de 70% (m/v) de saccharose et de 0,1 M
d’EDTA a pH 8) et soumis a une migration électrophorétique horizontale dans du tampon
TAE (Tris acétate 40 mM, EDTA 1 mM). Le pourcentage en agarose des gels est choisi en
fonction de la taille des fragments d’ADN a séparer. Les fragments d’ADN sont ensuite
visualisés, apres coloration des gels dans une solution de bromure d’éthidium a 0,5 pg/mL,
sous UV (254 nm) grace a I'utilisation d’un appareil GelDoc (Biorad). Les marqueurs de

taille utilisés sont un EZ-Load 100 pb et 1kb (Biorad).

5.4. Séquencage

Le séquencage des fragments d’ADN génomique amplifiés par la technique de PCR a été
effectué par la société GENOME EXPRESS. Apres évaluation de la spécificité
d’amplification par électrophorese sur gel d’agarose, les mélanges réactionnels de PCR ont
été directement envoyés a la société GENOME EXPRESS qui a réalisé une élimination de
I’ADN simple brin par action d’une exonucléase spécifique et un séquencgage nucléotidique
selon la méthode de Sanger (Sanger et al., 1977). Les séquences nucléotidiques obtenues et
les séquences protéiques déduites ont été analysées par les programmes « BLASTN » et «
BLASTP » afin de rechercher les pourcentages d’identité avec différentes séquences présentes
dans les banques de données, via le site NCBI (http://www.ncbi.nih.gov/). Les alignements

multiples ont été réalisés a I’aide du programme « ClustalW ».

87



Tableau 12 : Amorces et température utilisées pour la réalisation d'amplification de

séquences d'ADN génomiques par la technique de PCR

Amorces Séquence du coté 5° au coté 3’ Gene/Opéron Température
(séquencage) d'hybridation (°C)
gyrAlfor AAGCAATTATAGTGTTTCGAATTG

gyrAlrev CAGTGTGCGTTTCAAAGAGGA

gyrA2for TGTCTTAATACCTTTACCACCA

gyrA2rev CGTGGAGGTCGTGGAGTTC

gyrA3for TCGTCGCTCTTAGCATTAATCA

gyrA3rev CATCTGGATGAAGTGATTACGA gyrA
gyrAdfor CAATAACACGTTCTGGTTTTGC

gyrAdrev AACCAAATCAGGTCGTGAGC

gyrASfor GTTCAAGATCACATTGGCAGA

gyrASrev TTCTATGGATGGTGATGGCG

gyrAé6for CAAATTGTGTGGTGGAATGTTG

gyrAbrev TGAGAATTTGGAATAATTTGATTGA

gyrA7for AAACCGTCACGAACATCTGG

gyrATrev GGTTTTTACCAACAAGATCAAG

gyrAS8for TTTCGCACTTGTAAACCAAGG 1dh
gyrA8rev GCGATACCGTAGTATGTAGCA

gyrA9for TGTCGATGCTCGTTCAGTTC

gyrA9rev AGGAGTAACAATTGACCGTCT

ackAlfor GTCAAATTTGCTTTACATTTATGG 58C°
ackAlrev ATGTGGGAAATGGTGTTTCAAT

ackA2for CACGCATATCGCTTGATTTTTC A
ackA2rev__ | CCGTTCTGAATCGCAAACCTT ae
ackA3for TGCACCTGGATTGTGTAACG

ackA3rev GCCCATCATCTTCTTATGGAG

dtpT1for ACGATGTGACACGGAATGCT

dtpTlrev TGATTCATCTTGGTTCCCTGT

dtpT2for TGATACTTTACCACTTGTGCC

dtpT2rev GGTATTAACTTGGGTGCGTTC dipT
dtpT3for ACAGCTAAGCTTACTTTAACCA

dtpT3rev TCAACCGGAGGATTTTATGGA

dtpT4for AAAGGTAAACCATTGAAGCGTA

dtpT4rev GGTATATATAAGGCAGACCTGA

beaT lfor CTCACCGTGTCTTCACAGCT

becaTlrev CAAGCATCTACAAATTTTTCCAC

bcaT2for AAATGGGATGAGGGGCAATTG bcaT

bcaT2rev

ATACCAAAACGATTTTCAGCCA

bcaT3for

ACTACGCGGCAAGTATGTTG
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bcaT3rev CCTTCAATGGTTGCTTTGTTT bcaT
pepClfor GTGTCTCATAACCCAGCGATA

pepClrev ACGACCATATCCCATTGTCC

pepC2for GATGTTTGCGGCCCTTAATA

pepC2rev | CCATGCTAGCTGTAAAGTCG pepC
pepC3for CGGAAAATCTTACACGGTTGA

pepC3rev GGGTTCTAACGGTGCTGAG

pepXlfor GAACAATCCAGATGCAGCAAGT

pepXlrev TGAAGGGCTACTAAGCCAAAGA

pepX2for CCTGAAACGGCTTATCAGGAA

pepX2rev CTCCATCTTGTGGGTCAGTTT

pepX3for AATGGTAAGAGCTTGGCAACA

pepX3rev ATCTCCAAACCGTCAACACC

pepXdfor | GTGTCGGTACTTTCAACTCG pepX
pepX4rev ACTGCCAGGCATTCATGTAAA

pepXSfor ATTGATCGTAAGCATGGGGATT

pepXSrev AGGTATTGGAGCTAGGTATTTTT

pepX6for CGCTAACCATTACGAAGAGGA

pepXb6rev CTGACAGCTTTATGCTTTATTTTT

pepN1for GGTCGAAGAAGCTCTCGAAGT

pepNlrev ACCAGTCATATTATCTGTGATGC

pepN2for GGAATGTTGCCATTACTGGTG

pepN2rev TAACAAGACCCCAGTTTTCCA

pepN3for GTTTCGGTGCTCTTCATGGT 53C°
pepN3rev AGCATTCCAAAGGTCACGTC pepN
pepN4for CTCTTCAACGTGACGCAACA

pepN4rev TCAAGAAGCTTTCTTCTTTTTCG

pepN5for GTCTTAATACAGCTAATACAGC

pepNS5rev AGAGATACAAATCTTGCGGTTT

pepN6for AAAGCATTCCAGCAAGTATCC

ilvClfor TACCGATAAGATTGACAATGAAAT

ilvClrev GTCGTACATTTGAAGAAGGTTT ivC
ilvC2for AAGGGCAGTCAAACCACCAC

ilvC2rev GATGTTGCACCAAGCTCTATC

ilvC3for GCTAGGTTAACAAATTTATAATGGA

ilvC3rev CAAGGTGTCAATCAAGGTTGTTA

ilvC4for AATCCCATAAGCTTGAGCCAT

ilvC4rev TGCAGAACGCTACCAAATTCC

ilvC5for GATTACCTGTCAAGCGGTC

ilvC5rev TCGAACTTGGGATTTCAACC

ilvCé6for AACACCAAGTTTCCCAGTTGA ilvDBN
ilvCérev GCTCTTGAATTGATTGATAATGGA

ilvC7for ACCTTCCGCAGCTTCTGGAG

ilvC7rev GCCACAAAATTAATGGATAACA

ilvC8for TGTACATCATGCATGGTATAG

ilvC8rev TTGCCAAGGAGGCTATCCG

ilvC9for GCCAAAATCATTCCTGGTGTA

ilvC9rev AGGACATGATGGTGCAGGGT
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livJ1for

AGACTTACGTAAAATTGCCAAG

livllrev

TACCGTAAGGTCATCCTGTGT

livJ2for

AAATGCTGAGGCTTCAACATCT

liv]2rev

ATGATCCTTGTCAATTGTCATTTT

livJ3for

AGAAAGCTTACAAAATTGAACCAA

livl3rev ACAGACACAGCACGCATAGC
livi4for ATACACGTTCATTCCCACAAT
lividrev TGCGATGATGACACCTACAA P——
livI5for AATCCTTATGGGACTTGGTACT
livl5rev CCATTTTTATTTGCCCTCCTTA
livi6for TCAACATGTTCCTCCAAAACG
livi6rev AGATACGCTCAGTGACATCCA
livi7for GCTTGCGAAAAACTTGGCTT
livi7rev CCCATCGCTAGCATCTGTTG
livi8for GTTGCAGAAGGTTTGGCTCAA
livi8rev CTGTTGTTTCTGGTGAGACGTA
amiClfor | CTTGACCGGAAATGCAACAAA
amiClrev | GATTGCGCGTTCTTTGGTCAT
amiC2for | AGCAACTTCCACGATTGTCC
amiC2rev | AGAAGTTCGTTGCTGTCCAC
amiC3for | GCAGGGTCTTGGAAAATCATC
amiC3rev | GAATACGCAACTGTTGAGGAAA
amiCa4for | GAAACTTGGAATTGTGGTGCT
amiCdrev | TTTCCAAGATCCAATGACCAG
amiC5for | GCAATAACGATACGTTGACGC
amiCsrev | GTCAATGCCTATCTCTTCTGG .
amiC6for | CCCCTCGAATAGCTGTCAAAA amiAlCDEF
amiCérev | CTGTTTGGGGGATTTCTAAGA
amiC7for | CCAAATTGCGAGAAGCCAAGT
amiC7rev | CATCTTCTCATTGCTTGTGGG
amiC8for | CCAACATTACAACTGTTGATTTC
amiC8rev | TCTTTGATAGTGTGTCAACAGG
amiC9for | GTCAATCATGTAACGACGAATC
amiC9rev | CAAATCCAAACTTGAAGCGTTAT
amiC10for | TCTGTCCTTGGCCTTGTGTA
amiCl0rev | AGAACACTCCGTTCTCTATTG
relAlfor | AGGATTTCGACATCTCCATTG
relAlrev | GCGTCTTTTCCGTGTCTTCA
relA2for | GAGAAGAAATTTTAGACGTTTGC
relA2rev | TCGACAATCTCGTCCACAAGT
relA3for | CGTACTCTCAAGCATCTTCGT
relA3rev | ATCCAATTCATTCCCAAAGCAG relA
relAdfor | TCCTATGCCTGGACGTTTCA
relAdrev | GCCATGCTCTTGGAAATAGG
relA5for | GGTGCCAAGGTTAATGGTCG
relAsrev | CGTTGCTCATAACCTTCTTGA

58C°
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rel A6for

GAATGGTGGCGAAGTCAAGA

relA6rev

TCATCTTGCCATCTTCATCTG

relA

murE 1 for GAACCCTCAGCGGACTATCA
murElrev GAGGACTGTCCCCGTTAGC
murE2for AATCGCTGTCTTGGAGATTGA
murE2rev GGATGGTCTGCAAGTTTAATCA murk
murE3for CAACATCTATAATGCCCTTGCT
murE3rev GAGCTCCTTGTCGAAGTCGT

Prt For TACGGTGAATGGTTTAACG

Prt Rev AATTACTTTACTACCAACCG

Style 1 CCAACAACAAGGCACTCATTA
Style 2 GTTGAGTTGTTTCTACTTCTGT
Style 3 ACTAAGGTGGAAGCAACTGTT
Style 4 ATTGTCCAGCGACTGGTTGT

Style 5 CAGCTGGTAATGATGGAACAT
Style 6 CCAACTTGAAAAATCTGAAAGAA
Style 7 CAATTCCATCTGTCTTCATTC
Style 8 CCGTTGTTAATTGTGTTGAGT
Style 9 GTTTATATTTGACTGGCGAAG
Style 10 GTCTTGATCGCAGAGTCAG

Style 11 GAACCTGTTACAGCACAGC

Style 12 GCTGGACGAGGGTTAAATG

Style 13 GTTCCAGGTGCAGCAGTACA prts
Style 14 ACCAAATGGTAGCTTAAGAACG
Style 15 TCAGTCACCGATGAAACAGG
Style 16 ATAGGCAGTTTGAAGTTCTGG
Style 17 ACTTGCAAACCAGTCAAATGTTA
Style 18 CGCTGCTTCAACTGCCTGG

Style 19 GCAGCGAAAGCCAACTTAGA
Style 20 TTCCTTGTGACGTCGTATGC

Style 1-1 ACAAATTCATGCCGTTCATAAG
Style 1-2 TTGTCGGCATCGCAAGTATAT
Style 20-1 | ATTCAGAGCATGTACCGATAG
Style 202 | TGATCTGAGAACATAAGGGTC
Prtsboitefor TTGTTGTCAACGAAACTTTGGA
Prtsboiterev TGGCTCCGTCCTTAATGAAAAT
CodY1 TAGGCTTCTTGCGTTACCTGA
CodY2 CCAGAGGAATACATACGTGGT
CodY3 AGTCAAACCGTCAGGGAAATC cod¥
CodY4 AAGGTCCTCTTGGTTCCAGG

58C°

Les amorces ont été dessinées au cours de cette étude a partir du génome de la souche LMD-9 et fournies soit par
la société Invitrogen soit par la société IDT (Integrated DNA Technologies).
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6. Analyse de I’expression des genes

L’analyse de I’expression des genes a été réalisée en utilisant la technologie de RT-PCR

quantitative.

6.1. Récupération des cellules

L’ ARN total a été extrait de cellules entieres cultivées en milieu M17 ou dans du lait.

= Milieu M17

Apres croissance dans 45 mL de milieu M17, les culots bactériens ont été récupérés par

centrifugation 15 min a 3900 g et 4°C puis conservés a - 80C° dans de 1’azote liquide.

=  Milieu lait

Pour chaque essai, le volume de lait fermenté traité a été de 80 mL. Lors de croissance, les
cellules ont été récupérées comme précédemment en utilisant le protocole établi par Chopard et
al, 2001. Le culot obtenu a été mis en suspension dans 46,6 mL de tampon froid d’extraction
(5 mM phosphate de Na; 1 mM EDTA ; 2 mM - mercapto-éthanol ; pH = 7) (Derzelle et
al., 2005; Guimont et al., 2002). 11 a ensuite été centrifugé (15 min a 3900 g et 4°C). Les

culots bactériens ont alors été congelés a - 80°C dans de I’azote liquide.

6.2. Extraction et quantification de ’ARN total

Les ARN totaux ont été extraits par la méthode de Chomcynski et al. (Chomczynski, 1993;
Chomczynski et Sacchi, 1987) a I’aide du réactif Trizol.

Le culot bactérien a été suspendu dans 4 mL de Trizol et incubé pendant 5 min a température
ambiante pour permettre la dissociation complete des complexes nucléoprotéiques.
L’homogénat a ensuite été aliquoté. A 5 volumes d’homogénat a été ajouté 1 volume de
chloroforme. Apres homogénéisation, les protéines ont été séparées des acides nucléotides par
centrifugation a 12 000 g et 4°C pendant 15 min. La phase aqueuse a été récupérée et un
volume d’isporopanol froid a été ajouté afin de précipiter I’ARN. Apres une centrifugation a
12 000 g et 4°C pendant 20 min, le culot contenant I’ARN a été récupéré, lavé a 1’éthanol

70% (v/v), séché, puis dissout dans 90 uLL d’eau ultra pure.
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Afin d’éliminer I’ADN génomique présent dans les échantillons, I’ARN préparé a été traité
une premiere fois a la DNAse I. Pour cela, la solution d’ARN a été placée en présence de 1 ul
de DNase I (10 U/uL) et de 10 uLL de tampon concentré 10X (DNase I recombinant, RNase-
free, Roche), ainsi que de 1 pL d’un inhibiteur de RNase (40 U/uL) (RNaseOUT™,
Invitrogen) pendant 30 min a 37°C.

Apres la premiere étape d’élimination de I’ADN génomique, I’ARN a été purifié par la
méthode phénol/chloroforme. Pour cela, a deux volumes de solution d’ARN, un volume
d’acétate de sodium (3M, pH 6) et 3,5 volumes d’eau ultra pure ont été ajoutés. Cinq volumes
de phénol/chloroforme ont ensuite été ajoutés et le mélange a été homogénéisé puis centrifugé
pendant Smin a 12 000 g et 4°C. La phase aqueuse a été récupérée et un volume
d’isopropanol froid a été ajouté. Apres une incubation de 10 min a température ambiante, une
seconde centrifugation a été effectuée 20 min a 12000 g et 4°C. Le surnageant a alors été
éliminé et le culot d’ARN lavé avec un volume d’éthanol a 70% (v/v), séché, et dissout dans
de I’eau ultra pure. L’ ARN total obtenu a été quantifié par mesure de I’absorbance a 260 nm
(A260 nm), apres dilution adéquate de I’ ARN dans de 1’eau ultra pure. La concentration d’ARN

(ug.mL™") a été obtenue grice 2 la relation suivante :

[ARN] = Ao am X 0,04 x facteur de dilution

Enfin, 4 pg de I’ARN récupéré ont subi un second traitement avec le TURBO DNase (fourni
dans le kit TURBO DNA-free™, Ambion), permettant d’assurer 1’absence compléte d’ADN
génomique. Pour cela, les ARN ont été placés 90 min a 37°C en présence de 3 L. de TURBO
DNase et de 2 uLL de tampon concentré 10X. La réaction de 20 puL a été interrompue par ajout
de 4 uL de réactif spécifique pour I'inactivation fourni avec le kit. Aprés 5 min d’incubation a
température ambiante, le surnageant a été récupéré par centrifugation a 12000 g et 4°C

pendant 1,5 min.

6.3. Préparation des ADN complémentaires

L’ARN a ensuite été converti en ADN complémentaires par RT-PCR. L’ARN total a été
dénaturé 5 min a 65°C en présence de 5 pl des Random primers (200 pug/mL), 2,5 ul de ANTP
(10 mM) (Bio-Rad) et 7,5 ul d’eau stérile.

Apres refroidissement rapide dans la glace, 2,5 pl d’un inhibiteur de RNase (RNaseOUT™,
Invitrogen), 10 ul de tampon 5X (Invitrogen) et 5 pl de DTT 0,1M (Invitrogen) ont été ajoutés

et le mélange a été incubé 2 min a 37°C. Apres ajout de 2,5 pl de Reverse Transcriptase M-
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MLV (Invitrogen), la rétrotranscription a été réalisée 10 min a 25°C puis 50 min a 37°C. La
rétrotranscription a été stoppée par incubation a 70°C pendant 15 min et les ADNc ont été
conservés a - 20°C. Les banques d’ADNCc ainsi obtenues ont ensuite été utilisées comme

matrice dans les expériences de PCR quantitative.

6.4. Design des amorces

Les amorces ont été dessinées également avec le logiciel Primer 3 input
(http://Prodom.wi.mil.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Les caractéristiques choisies
pour les amorces ont €té : une taille d’amplicon comprise entre 75 et 150 pb, un Tm de 58°C
et une taille d’amorce comprise entre 19 et 22 pb. L’ensemble des amorces utilisées pour la

réalisation des RT-PCR est présenté dans le tableau 13.

6.5. PCR en temps réel

La PCR en temps réel a été réalisée au moyen d’un thermocycleur couplé a un module de
détection de type MJ Opticon Monitor ™ (Biorad). Les réactions ont été effectuées sur des
plaques 96 puits, chaque puits contenant 7,5 ul de MESA GREEN SYBR Assay No ROX
(Eurogentec), 1,5 pl de chaque amorce (a 1 pM chacune), 25 ng d’ADNc et 2,5 ul d’eau
ultrapure. Apres avoir été recouverte, la plaque a été centrifugée 30 s a 5000 g. Le cycle de
PCR qui a été utilisé est constitué d’une dénaturation primaire a 95°C pendant 5 min, suivie

de 40 cycles d’amplification (95°C pendant 15 s et 58°C pendant 45 s).

6.6. Quantification des niveaux d’expression

Le principe de la PCR quantitative en temps réel est basé sur la détection et la quantification
d’un indicateur fluorescent (dans cette étude, il s’agit du Sybr-Green) de la production
d’amplicons durant chaque cycle d’amplification. L’augmentation du signal fluorescent est
directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR.
Ainsi, grice a un systeéme de détection de la fluorescence, la courbe d’amplification de
I’ADNCc au cours du temps peut étre tracée. Le seuil de détection de la fluorescence n’est
atteint qu’apres un certain nombre de cycles d’amplification. Le premier cycle de démarrage

de la phase d’amplification correspond au cycle seuil (Threshold Cycle) définie par la valeur

Ct. Ce nombre-seuil est en fonction de la quantité initiale de séquences d’ADNc cibles
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Tableau 13

quantification des genes cibles au cours de cette étude

Primers (RT- PCRq) Séquence ; géne (STER_#)* ; Distance/ATG"

amiFquantfor CTTCCACGATTGTCCCCTTAT ; amiF (1405) ; + 694
amiFquantrev TTCGTGCCCAAGTTTTGAATTT ; amiF (1405) ; + 553
AckAquantfor CCCGCTGTAAAGACGATAGC ; ackA (1834) ; + 992
AckAquantrev TTGCTGGTAAAGAGGCTGGT ; ackA (1834) ; + 862
gyrquantfor GCTCACGACCTGATTTGGTT ; (Gyrase sous unité A) (1256) ; + 763
gyrquantrev GTTCTTCCCGGTCCAGACT ; (Gyrase sous unité A) (1256) ; + 624
lactquantfor AACACGGCGACTCAGAGTTT ; Ldh (1257) ; + 558
lactquantrev TAAGCTGCATCACGAACACC ; Ldh (1257) ; + 677
livJquantfor TTGCGGCCTATGGTAAGTCT ; livJ (0398) ; + 154
livJquantrev TTGAAGCCTCAGCATTTTCAG ; livJ (0398) ; + 289
rel Aquantfor GGAGCAGTTGGCTGAAAATC ; relA (0200) ; + 350
rel Aquantrev GCTCCTGCTTATCCTTACGAA ; relA (0200) ; + 484
murEquantfor TTGTGCCAGAGCAAATCAAAG ; murE (1233) ; + 838
murEquantrev GGCTAGCTCCAACTGGATTC ; murE (1233) ; + 964
ilvCquantfor TAAAGGGCAGGTACACCAAAA ; ilvC (1848) ; + 452
ilvCquantrev GTTTTGCTCACGGTTTCAACA ; ilvC (1848) ; + 313
ilvBquantfor AGCCAATTCTTGGTTCGTCAT ; ilvB (1850) ; + 1368
ilvBquantrev GGCCTTGGAACTATGGGATT ; ilvB (1850) ; + 1245
dtptquantfor AACGTTCTGTTGCCGTAACC ; dtpT (0984) ; + 838
dtptquantrev CGTTGTGATGAACCTTGTCG ; dtpT (0984) ; + 704
bcaTquantfor CCAGCCCTTCACTATGGTC ; bcaT (0635) ; + 141
bcaTquantrev GGCATCAAAAGACGATCAGCA ; bcaT (0635) ; + 275
pepCquantfor GGACAATGGGATATGGTCGT ; pepC(0276) ; + 434
pepCquantrev GATTTGGGCATCTTGACGAAG ; pepC(0276) ; + 555
pepNquantfor CGTCTTCTAGCGGAAAGTGG ; pepN(1012) ; + 1659
pepNquantrev CGTTTCAAACCAGCAAGGATT ; pepN(1012) ; + 1784
pepXquantfor AGGGAGACTTGCTCGTCAAA ; pepXP (1633) ; + 679
pepXquantrev AGTGTGAGCAAAACGCTCCT ; pepXP (1633) ; + 804

: Séquence et position d’hybridation des amorces utilisées pour la

codYquantforprim GATAAGGTCGTCGTCCACAA ; codY (1599) ; + 435
codYquantrevprim ACCATCTTCCCAGTGGAATTA ; codY (1599) ; + 297

prtsquantforprim
prtsquantrevprim

AATGCTTTAGCAGATGGTAAGT ; prtS (0846) ; + 2898
CATAGGTAGCTGTGGTGATAA ; prtS (0846) ; + 3031

F-sigmaquantfor
F-sigmaquantrev

CCAAATGGCTGTCATCCTCT ; (sigma70/sigma32) (1448) ; + 826
GACCCAACACCTGAGCAAAT ; (sigma70/sigma32) (1448) ; + 696

*: La position du gene concerné sur le génome de St. thermophilus LMD-9.
®* La position relative en paires de bases vis a vis de 1I’ATG du géne correspondant, - en amont, + en aval.
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présentes dans la réaction de PCR. En fait, plus la valeur Ct est élevée, plus la quantité initiale
d’ADNc présents dans la réaction de PCR est faible. Pour valider le Ct de chaque échantillon,
la réaction est réalisée en triplicat et la moyenne des trois valeurs de Ct est utilisée.

Dans cette étude, pour normaliser la quantité d’ADNc présents dans chaque échantillon, le
niveau de transcription des genes cibles a été comparé a celui d’un gene de référence : le gene
codant le facteur sigma (sigma70/sigma32), qui contrdle les fonctions de ménage essentielles
et assure ainsi la transcription de base chez les bactéries. Ce geéne est donc supposé étre
exprimé a toutes les phases de croissance a des niveaux similaires entre les deux souches
étudiées en lait et en milieu M17.

La technologie de la PCR quantitative passe par un traitement mathématique des données et
permet ainsi une certaine liberté au niveau de la forme des résultats obtenus. La quantification
des niveaux d’expression a été effectuée en utilisant la méthode 44Ct (Livak et Schmittgen,
2001), méthode utilisée de facon habituelle pour déterminer des niveaux d’expression en RT-
PCRq. Pour chaque condition analysée (X et X0), la différence de Ct obtenue entre le gene
d’intérét et le géne de référence donne les valeurs ACtx et ACtxo. Le AACt est obtenu par la

différence ACtx - ACtxo. Ainsi, trois types de calcul ont été réalisés :

AACt = (thible - Ctréférence)souche X- (thible - Ctréférence)souche X0

AACt = (Ct cible — Ct référence)Phase X- (Ct cible — Ct référence)Phase X0
AACt = (Ct cible — Ct référence)Lait = (Ct cible — Ct référence)Ml7.

Ces relations, ont permis de comparer le niveau de transcription de chaque geéne
respectivement entre les deux souches étudiées (stade de croissance et milieu de culture
identique), entre chaque phase de croissance (pour une méme souche et un méme milieu) et

entre le lait et le milieu M 17 (pour une méme souche et pour un méme stade croissance).

Pour obtenir la quantification, le calcul est basé sur le fait que la quantité d’ ADN doit doubler
a chaque nouveau cycle de PCR, soit aprés N cycles une quantité d’ADN 2N fois dans le cas
ou I’efficacité de PCR est de 100%.

Le niveau d’expression est ainsi donné par la relation :

Niveau expression = 244¢
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IV. Résultats
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Chapitre 1
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Chapitre 1 : Publication n°1

Variability and molecular typing of Streptococcus thermophilus

strains displaying different proteolytic and acidifying properties

Résumé :

Les pouvoirs acidifiant et protéolytique des différentes souches de St. thermophilus isolées de
yaourts ou de fromages ont été estimés. Parmi les 30 souches testées, 12 montrent une forte
activité caséinolytique de surface (PrtS™), 3 une légere activité (PrtS*") et 15 dont 8 possédant
le gene prtS, en sont dépourvues (PrtS’). La séquence du gene prtS établie chez 4 souches
(PrtS") et une souche (PrtS™) a révélé que I’absence de 1’activité caséinolytique de surface
chez les souches (prtS™ PrtS) est due, tout probablement, & une altération dans la régulation
du gene prtS. Les souches présentant un fort pouvoir acidifiant ont montré une forte activité
protéolytique  (PrtS"). Toutes les souches (PrtS™), sauf deux, sont proches
phylogénétiquement, comme le montre 1’analyse de la séquence intergénique ITS (pour
Internal Transcribed Sequence) 16S-23S. Plus précisément, les capacités de forte activité

protéolytique et fort pouvoir acidifiant sont associées a la présence d'un ITS de type II.
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Proteolytic and acidifying properties of Streptococcus thermophilus strains isolated from yoghurt or
cheeses were evaluated. Among 30 strains tested, 12 exhibited cell envelope-associated proteinase
activity (PrtS™), three displayed a slight PrtS activity (PrtS*/~) and 15 were PrtS™, despite the presence of
the corresponding gene (prtS) in eight of them. Sequencing of the prtS gene in four PrtS™ and one PrtS™

strains revealed that the absence of PrtS activity in the PrtS™ strain probably results from an alteration of
the prtS regulation. The strains displaying the highest acidifying capacities were all PrtS". All but one
PrtS™ strains were phylogenetically close, as shown by the sequencing of their rDNA internal transcribed
spacer (ITS) 165-23S. More specifically, the high proteolytic and acidifying capacities are associated with

the presence of a type II-ITS.

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lactic acid bacteria (LAB) require an exogenous source of amino
acids or peptides for optimal growth since they are unable to synthesize
several amino acids. Since the concentrations of amino acids or
peptides in milk are not sufficient to ensure growth at high cell density,
LAB need to utilise caseins as an amino acid source. Caseins are
hydrolyzed to peptides and amino acids by cell envelope-associated
proteinases (CEP) and intracellular peptidases. The CEP of lactococci
have been extensively studied. They are inhibited by serine protease
inhibitors and the mechanism of secretion, maturation and attachment
to the cell wall has been well characterized (Savijoki et al., 2006).
Several other LAB, such as Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus or
Lactobacillus helveticus, have been reported to possess a CEP (Gilbert
et al., 1996; Pederson et al., 1999).

The thermophilic LAB Streptococcus thermophilus is widely used
as a starter to produce fermented milk products because of its
capacity to produce lactic acid by catabolising lactose, so contrib-
uting to milk acidification and to its organoleptic properties. Some S.
thermophilus strains are unable to decrease the pH to a value lower
than 5.2 and therefore are commonly mixed with other starter
bacteria. Among a collection of 97 S. thermophilus strains, the three
strains displaying the highest acidifying capacities also showed the
highest proteolytic activities (Shahbal et al., 1991). The presence of
high proteinase activities allowed these strains to grow and produce

* Corresponding author. Tel.: +33 83684267
E-mail address: Annie.Dary@scbiol.uhp-nancy.fr (A. Dary).

0958-6946/3$ - see front matter @ 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.idairyj.2008.08.004

acid more rapidly in milk than the other 94 strains could (Shahbal
etal,, 1993). The CEP (called PrtS) of one of these three strains (strain
CNRZ385) has been characterized. It belongs to the subtilisin-like
serine protease family and is covalently associated to the cell wall
via its LPXTG amino acid motif (Fernandez-Espla et al., 2000;
Shahbal et al., 1993). These results raise several questions that are
addressed in the present work. First, does the low level or absence of
CEP activity in 94 out of 97 strains (Shahbal et al., 1991) result from
an absence or mutation of the corresponding gene? Indeed, among
the three genomes that have been sequenced in the S. thermophilus
species, only one (that of strain LMD-9) possesses a prtS gene. The
second question concerns the variability of the gene encoding the
CEP in S. thermophilus, and a third question concerns the phyloge-
netic relationships existing between strains that display different
acidifying and proteolytic potential.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and growth conditions

S. thermophilus strains used in this work are listed in Table 1.
They were isolated in our laboratory either from yoghurt or from
cheese (P. Bracquart, personal communication), or came from the
CNRZ (Centre National de Recherches Zootechniques, INRA, Jouy-
en-Josas, France) collection or ATCC (American type culture
collection, Manassas, VA, USA). Strains were stored at —80°C in
reconstituted skim milk (10%, w/v). Cultures were incubated over-
night in skim milk at 42 °C before each experiment. For DNA
extraction or proteolytic and urease activity studies, S. thermophilus
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Table 1
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5. thermophilus strains used in this work and genotypic and phenotypic (proteolytic activity and acidifying capacities) properties.

S. thermaophilus strain

Strain origin

Type of 165-235 ITS

Detection (+) or not
(—) of prtS gene and

Acidity produced on growth in milk (Dornic degree)”

Without bactotryptone

With bactotryptone

PrtS activity
4h 6h 4h 6h
CNRZ21 Yoghurt ITS-5t-1 prts PrtS 09+03 93+11 322126 59.6+19
CNRZ307 Cheese ITS-5t-1 pris- Prts 83+03 12.7 £ 0.4 459+23 65.1+2.6
CNRZ1066 Yoghurt ITS-5t-1 prts Prts 93+20 228+15 443+ 14 63.1 +4.4
PB180 Cheese ITS-5t-1 pris* Prts 104 +£0.8 26.1+09 515+2.2 63.8+13
ATE11PB6 Yoghurt ITS-5¢-1 pris” PrtS™ 133+18 319+£21 593+0.1 72328
ST19 Yoghurt ITS-St-V/ pris* PrtS 150£25 205+0.1 500+ 19 673+2.0
PB5 Yoghurt ITS-5t-1 pris— Pris— 153+12 298412 473425 653415
HADS8xz Yoghurt ITS-5t-1 pris* PrtS 155+ 0.6 254+3.0 547 +0.4 69.3 +14
CNRZ445 Cheese ITS-St-1 pris*© Prist/- 157 +0.3 30.8+10 557+23 815+10
ST20 Yoghurt ITS-St-1 pris© PrtS™ 163+ 1.8 305+11 208+17 54223
CNRZ160 Yoghurt ITS-5t-1 pris- Prts- 172121 350£32 48.8+0.8 71817
ST14 Yoghurt ITS-St-1 prts Prts 184+ 1.0 30.9+0.1 528+24 65.5+ 1.0
CNRZ407 Yoghurt ITS-St-1 pris* PrtS— 193+ 0.5 31.2+18 429+ 18 69.9 +1.7
CNRZ404 Yoghurt ITS-5t-1 pris’ Prest! 200+ 1.6 335103 595+ 11 854+04
HAD17 Yoghurt ITS-5t-1 pris* Prts 202+26 316+ 24 463 +£2.7 64.8 +13
CNRZ308 Cheese ITS-5t-V pris” PrtS™ 204+£23 306+21 418+£22 65.1 £ 1.6
CNRZ302 Cheese ITS-St-1 pris— Prts— 223+01 30.7+ 1.7 514 +0.7 68.9+85
ATCC19258 Pasteurized milk ITS-St-1 pris* Pris*/ 229+16 36.0+29 518+13 72019
ST85 Cheese ITS-St-11 pris* Prts” 294 +11 445+ 14 56.0 + 1.1 704+14
ST80 Cheese ITS-St-11 pris’ Pris” 341420 53.7+3.0 594+23 90.0+0.1
ST88 Cheese ITS-St-11 pris” PrtS™ 344 +01 49.6+0.8 614+ 14 814+28
ATE19PBS Yoghurt ITS-S5t-11 pris* Pris* 371+04 502 +0.5 614+3.5 69.9+0.7
ST87 Cheese ITS-St-11 pris* PrtS* 372+ 16 527+15 579+ 14 76.9+01
PB18 Cheese ITS-5t-11 pris’ Prts” 384+25 50.8+2.8 64.0+3.2 83.9+08
Y4 Yoghurt ITS-5t-V pris’ Prts”™ 385+08 51.8+28 59.6 + 4.0 Tl =]
LMD-9 Yoghurt ITS-St-11 pris* Prts” 436+04 93.942.3 585+ 1.0 68.9+09
4F44 Cheese ITS-5t-1 prts* PrtS* 436+ 1.6 59.7 +£3.2 63.9+2.0 82814
PB302 Yoghurt ITS-St-11 pris”™ Prts™ 442+13 550+ 18 522+238 85.2+23
PB385 Yoghurt ITS-5t-11 pris” Pris§™ 444 +25 58.8+12 63.1+28 763+26
CNRZ391 Yoghurt ITS-5t-11 pris” Prts™ 46.2+0.9 589+13 60.6 +2.5 155+26

* Values represent acidity produced by S. thermophilus strain incubation, i.e., difference between the initial milk acidity value and the value determined after 4 or 6 h of
incubation. Each measure was done in triplicate. Errors are expressed as standard deviation.

strains were grown in M17 medium (Terzaghi and Sandine, 1975)
supplemented with lactose (20gL™'), with or without urea
(1gL"). For acidification studies, S. thermophilus strains were
grown in reconstituted skim milk (10%, w/v) with or without bac-
totryptone (1%, wjv) or without flurofamide (10 um) supplemen-
tation, the latter which is an urease inhibitor (Pernoud et al., 2004).

2.2. DNA extraction, restriction fragment separation and Southern
analyses

For DNA extraction, S. thermophilus strains were cultivated for 24 h
in 50 mL M17 medium. The DNA extraction was carried out as
previously described (Fischer et al., 1997). The restriction enzyme
EcoRI was used under the conditions recommended by the supplier
(Promega, Madison, W1, USA). The DNA fragments were separated on
agarose gels according to Sambrook et al. (1989). Both 1 kband 100 bp
DNA ladders (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) were used as molecular
weight markers. Southern blotting, pre-hybridization and hybrid-
ization conditions were used as previously described by Demuyter
etal.(1988). Labeling of probes and detection of specific hybrids were
performed using the DIG (digoxigenin) DNA labeling and detection
kit, under the conditions recommended by the supplier (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). An internal fragment
of 4.65 kb of prtS gene was used as a probe. This fragment was
amplified from the genomic DNA of strain LMD-9 using the primers
Style 1 and Style 18 (Table 2), labelled and hybridized against EcoRI
restriction digest of genomic DNA of several S. thermophilus strains.

2.3. Polymerase Chain Reaction amplifications and DNA sequencing

Sequences of the different primers used in this work are shown
in Table 2. Each PCR (Polymerase Chain Reaction) was carried out in

a "My Cycler” PCR device (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) with a final
volume of 50 pL and with 1.25 U of Taq DNA polymerase (Sigma, St
Louis, MO, USA), 200 ng of genomic DNA, 200 umol L' of each
dNTP and 25 pmol L' of each primer. After a first step of dena-
turation over 4 min at 95 °C, the mixture was then subjected to 30
cycles of three steps of 30 s each (a denaturation step at 95 °C, an
annealing step at the temperatures indicated in Table 2 and
a extension step at 72 °C). A final extension at 72 °C for 10 min was
carried out. Specificity of the different primers designed in this
work was checked by sequencing the corresponding PCR products.

DNA sequencing was performed on double-stranded template
from a PCR product by the society Genome Express (Meylan,
France). A search for homology was carried out using the BLAST
program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) and sequence
comparisons and alignments were performed with the Bioedit
software (free access, http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.
html) using the ClustalW algorithm.

2.4. Evaluation of S. thermophilus acidifying capacities by
determination of Dornic Acidity

Titratable acidity was determined according to the International
Dairy Federation method (IDF, 1991). Dornic Acidity was measured
in milk media with of without supplementation with bactotryptone
or flurofamide after 2, 4 and 6 h of S. thermophilus incubation. Three
drops of phenolphthalein solution (2% in 96% ethanol) were added
to 10 mL of the milk media. The mixture was titrated with stan-
dardized NaOH (0.111 m) until the first colour change (to pink)
persisted for 30 s. One more drop of NaOH (0.111 m) was added and
the final volume was noted. One Dornic degree (°D) corresponds to
0.1 g of lactic acid. All experiments were carried out in triplicate.
Before inoculation, the Dornic Acidity of milk with or without
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Table 2

Sequence of primers used in this work.

Name Sequence (5'-3') Target sequence
ITS165  TTGTACACACCGCCCGTCA E. coli 165 rRNA? positions 1390-1408
ITS235 GGTACCTTAGATGTTTCAGTTC  E. coli 235 rRNA® positions 209-189
Prt For  TACGGTGAATGGTTTAACG +628°
PrtRev  AATTACTTTACTACCAACCG +1159"
Style 1 CCAACAACAAGGCACTCATTA  —267°
Style2  GTTGAGTTGTTTCTACTTCTGT — +322"
Style3  ACTAAGGTGGAAGCAACTGIT — +129°
Styled  ATTGTCCAGCGACTGGTTGT +775°
Style5  CAGCTGGTAATGATGGAACAT  -+101"
Style6  CCAACTTGAAAAATCTGAAAGAA +1599"
Style7  CAATTCCATCTGTCTTCATTC +1465"
Style8  CCGTTGTTAATTGTGTTGAGT 42056°
Style9  GTTTATATTTGACTGGCGAAG +1918°
Style 10 GTCTTGATCGCAGAGTCAG 4+2492"
Style 11 GAACCTGTTACAGCACAGC 42374°
Style 12 GCTGGACGAGGGTTAAATG 42966"
Style 13 GTTCCAGGTGCAGCAGTACA +1851"
Style 14  ACCAAATGGTAGCTTAAGAACG  +3387"
Style 15  TCAGTCACCGATGAAACAGG +3304°
Style 16 ATAGGCAGTTTGAAGTTCTGG 43858
Style 17 ACTTGCAAACCAGTCAAATGTTA  +3723"
Style 18 CGCTGCTTCAACTGCCTGG +4311°
Style 19 GCAGCGAAAGCCAACTTAGA 4+4491°
Style 20 TTCCTTGTGACGTCGTATGC +4749"
Style 1-1  ACAAATTCATGCCGTTCATAAG — —864°
Style 2-1  TTGTCGGCATCGCAAGTATAT ~ —65°
Style 20-1 ATTCAGAGCATGTACCGATAG ~ +4636°
Style 20-2 TGATCTGAGAACATAAGGGTC — +5282°

(~) and (+) indicate if the target sequence is located upstream (-) or downstream
(+) from the putative start codon.

* Accession number: U00096.2; annealing temperature: 54 °C (Kostman et al,
1992).

" 5. thermophilus CNRZ385 prtS gene: accession number: AAG09771; annealing
temperature: 58 “C.

© S. thermophilus LMD-9 priS gene; accession number: YP_820283; annealing
temperature: 58 °C.

bactotryptone or flurofamide was measured to determine the
initial value in milk as well as the variability of the measurement.
The initial Dornic Acidity of milk was found to be 18.5 £ 3 °D.

2.5. Protein extraction, electrophoresis, and measurement of
proteolytic and urease activity

S. thermophilus strains were cultivated in M17 medium for 16 h
at 42 °C for the measurement of proteolytic activity, or in M17
supplemented with urea, growth conditions known to strongly
induce urease biogenesis in S. thermophilus (Mora et al.,, 2005), at
42 °C up to an ODgsp of 1.2. Bacteria were harvested by centrifu-
gation for 15min at 4°C and 3900 x g. After three washes in
sodium phosphate buffer (50 mm) without SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate), whole-cell soluble proteins were extracted as previously
described by Gonzalez-Marquez et al. (1997). To release CEP from
walls, the cell debris were suspended in sodium phosphate buffer
(50 mm) supplemented with 10% SDS and then disrupted by soni-
cation (1 min at 10 W with a 50% pulse, Vibracell 600 W, Sonics and
Materials, Newtown, CT, USA). Cell debris was removed by centri-
fugation for 15 min at 4 °C and 12,000 x g. The supernatant, cor-
responding to this centrifugation and containing cell wall extract,
as well as the supernatant containing the whole-cell soluble
proteins, were used for measurement of proteolytic activity. The
protein content was measured (Bradford, 1976), using bovine
serum albumin as a standard.

An SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) was performed under conditions already
described (Egito et al., 2002), using broad range standard molecular
mass markers (6.5, 14.4, 21.5, 31, 45, 66.2, 97.4, 116.2 and 200 kDa).
Proteolytic activity was measured using casein zymography, as

described by Raulo et al. (2002). Polyacrylamide gel (7.5%, w/v)
containing SDS was co-polymerized with caseins (at a final
concentration of 0.025%), samples (at least 30 pg of the whole-cell
soluble proteins or at least 5 pg of proteins of the cell wall extract)
were then applied in non-reducing Laemmli buffer, i.e., without -
mercaptoethanol, without heat denaturation, and run at 500 V. The
gel was washed twice in 2.7% Triton-X100 for 90 min to allow
enzyme renaturation and incubated in 20 mm Tris-HCl buffer, pH
7.5 (optimal pH for the enzyme activity), with 13.5 mm CaCl; and
50 mm NaCl, for 48 h at 37 °C. Caseinolytic activity was measured by
immersing the gel for 2 h at room temperature in a staining solu-
tion consisting of 0.1% (w/v) Coomassie blue R250, 2% (w/v) TCA
and 50% (v/v) ethanol. The gel was de-stained using a mixture of
50% methanol, 10% acetic acid and 40% water. Areas of caseinolytic
activity appeared as non-stained clear bands on a dark blue
background.

For the urease activity measurement, about 20 pg of proteins
were prepared in 375 mm Tris-HCl buffer, pH 8.9, containing 10%
(v/v) glycerol and 0.01% (w/v) bromophenol blue. Non-denaturing-
PAGE separation was carried out in 9% (w/v) polyacrylamide gel
containing 375 mm Tris-HCl buffer, pH 8.9. The electrode buffer (pH
8.8) consisted of 25 mm Tris-HCl containing 250 mm glycine. Thi-
oglycolic acid was added to the cathodic running buffer at a final
concentration of 100 um. After electrophoresis, urease activity was
measured as previously described by Sissons et al. (1989).

3. Results and discussion
3.1. Determination of caseinolytic activity by zymography

The CEP (PrtS) activity was investigated by a zymographic approach
using caseins as substrates. S. thermophilus strains were grown for 16 h
at 42 °C in M17 medium, and whole-cell soluble proteins (Fig. 1) as
well as cell wall proteins (data not shown) were extracted. Strain
CNRZ1066 (prtS~) and strain LMD-9 (prtS*) were used as negative and

o
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Fig. 1. Detection of PrtS activity in the soluble protein fraction by SDS-PAGE zymogram
analysis under non-reducing conditions. About 30 pg of proteins were subjected to
electrophoresis for each assay. Band A corresponds to PrtS whereas the bands B, C and
D probably correspond to intracellular proteases. M: molecular mass markers.
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positive controls respectively. The caseinolytic activity of PrtS could be
revealed by the presence of a band with an apparent molecular mass
of about 170 kDa as deduced from the prtS sequence (4857 nt) of
S. thermophilus LMD-9. Only one gene encoding a protease, i.e., PrtS,
with such a molecular mass is present on the genome of this strain.

A band of expected size was detected in both protein fractions -
whole-cell soluble proteins (Fig. 1) and cell wall protein fractions
(data not shown) - in the strain LMD-9 but not in the strain
CNRZ1066. This band was also detected in both protein fractions of
15 strains (Fig. 1 and Table 1) though in three of them (CNRZ404,
CNRZ445 and ATCC19258), it was slight. For all strains, the protease
was detectable in the whole-cell soluble protein and in the cell wall
protein fractions, or undetectable in the two kinds of fractions.

On the basis of these qualitative observations, irrespective of
their origin (yoghurt or cheese), a high proportion of strains in our
collection (15 out of 30) displayed a PrtS activity. Twelve were
designated as PrtS" strains whereas the three that seemed to
exhibit a slight activity were designated as PrtS*/~. The apparent
contradiction of our results with those previously reported by
Shahbal et al. (1991), who observed a small number of PrtS™ strains
among 97 S. thermophilus strains, could result from a bias in the
selection of products from which the different S. thermophilus
strains were isolated.

3.2. Variability of the prtS gene in S. thermophilus

To determine whether the PrtS™ phenotype resulted from an
absence or mutation of the prtS gene, its presence was investigated
by PCR in the different strains and was sequenced in two opposite
contexts (i.e., PrtS" and PrtS™ context).

3.2.1. Detection of the prtS gene in the different S. thermophilus
strains

The presence or absence of the prtS gene was tested by ampli-
fying a region of the gene that overlaps the domains A and H
(Fig. 2), using two primers Prt For/Prt Rev (Table 2). One amplifi-
cation product of the expected size (531 bp) was obtained for 22

Region unknown function

strains as was found for strain LMD-9 used as a reference. No
amplification product was obtained for the six remaining strains
(ST14, CNRZ160, PB5, CNRZ21, CNRZ307 and CNRZ302) as for the
prtS negative strain CNRZ1066 (Table 1). This result was confirmed
by Southern experiments using a 4.65 kb internal fragment of prtS
of S. thermophilus LMD-9 as a probe (data not shown). The sequence
of eight PCR products randomly chosen (products of strains PB180,
PB302, CNRZ391, PB385, 4F44, ATE19PB8, ATCC19258 and Y4) was
established. Only the sequence from the strain 4F44 was identical
to the corresponding prtS part of the strain CNRZ385 (accession
number, AF243528) whereas the other seven were identical to the
corresponding prtS part of the strain LMD-9 (accession number,
YP_820283).

3.2.2. Sequencing of prtS gene in strains PrtS™ and PrtS"

To determine whether the PrtS™ phenotype of some prtS*
strains resulted from a mutation of the corresponding gene, it was
amplified, using 13 pairs of primers (Table 2), from one PrtS* strain
(PB302) and four PrtS™ strains (strains ATE11PB6, HAD8«, PB180
and ST19), and sequenced. All of the sequences had a size 0of 5991 nt
and appeared to be identical to that of the strain LMD-9.

All sequences consisted of an Open Reading Frame (ORF) of
4857 nt, a 752 nt sequence upstream and a 382 nt downstream
from the ORF. A Ribosome Binding Site (RBS) was detected 13 nt
upstream from the ATG of the ORF as well as a —10 box (TATATT),
which was localized 39 nt upstream from the RBS. A codY box
(AATTTTCAGAATATA) was also present 44 nt upstream from the
TATA box. Downstream from the ORF, no transcriptional terminator
has been identified. The ORF shared 100% identity with the corre-
sponding one of strain LMD-9 and about 95% identity with that of
strain CNRZ385 and with a CEP of Streptococcus suis. As described
by Fernandez-Espla et al. (2000), the PrtS sequence can be divided
into seven domains: SS (signal sequence), PP (propeptide), PR
(catalytic domain), A (globular domain), H (helical domain), W (cell
wall domain) and AN (anchored domain). Interestingly, we
observed that differences between the PrtS sequence of S. ther-
mophilus strains ATE11PB6, HAD8«, PB180, ST19, PB302, LMD-9,

Substrat binding region

PE180 ;::vqngLITLAPRLLAEIDGGKVTVQ::: PE180 ::SGNKNFYSGDPZ::
LMD-9 Sy ONGLITLAPRLLAEI PGGEVTVO LMD-9 SGNKNFYSGDP™
& suls 88y ONGLITLAPRLLAEI PGGKVTVE " N 904 g GNKNFYSGDP?
CNRZ285 %8 AOKRIDHL.GSTSISRDSWRKVTVK CNRZ285 ***SGDKNTYSGNP™
SS PP PR H w AN

FB180 1 |36 177 492 1110 1477 1583 (1618
LMD -2 1 (36 177 492 1110 1477 1583 (1618
CNRZ385 1 36 145 460 1077 1444 1550 ns8s
5.suis 1 |36 145 460 1077 1444 1550 (1585

PE180 SuSE‘.SP\H’dﬁ!1-':‘.L\?’DTS\?’E!ATSTDV'.["l‘TDl\TE‘.I-E!ETLGSESP\a"\.fl-E!EL\.?'DTSVEATP’TD\.""I‘"JZ"I‘DN'VI-E!E!TI_.GSEI2E

LMD-9 f0gESPVAEELVDTSVEATSTOVITTDNEEETLGSESPVVEELVDTSVEATPTDVTTTONVEETLGSE ¢

S.suis B e e SESPVVEELVDTSVEATPTDVTTTDNVEETPGSE™

CNRZ385 B SESPVVEELVDTSVEATSTDVTTTDNEEETPGSE®®

Fig. 2. Schematic representation of the PrtS structure into domains, and representation of main differences which were detected between PrtS sequences of S. thermophilus PB180,
LMD-9 (accession number, YP_820283), CNRZ385 (accession number, AAG09771) and S. suis (accession number, ZP_00875908), S5, signal sequence; PP, propeptide; PR, catalytic
domain; A, globular domain; H, helical domain; W, wall domain; AN, anchored domain (from Fernandez-Espla et al., 2000).
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CNRZ385 and S. suis were more frequent in PP and A domains
(Fig. 2). In the PP domain, sequences of S. thermophilus ATE11PB6,
HAD8w, PB180, ST19, PB302 and LMD-9 harboured a slightly
imperfect duplication of a motif of 32 residues whereas it was
absent from the S. thermophilus CNRZ385 and S. suis sequences
(Fig. 2). We question whether such a duplication might influence
the efficiency of the maturation process. In the A domain, a 24
residue sequence of unknown function strongly differed between S.
thermophilus ATE11PB6, HAD8«, PB180, ST19, PB302, LMD-9 and S.
suis on one hand, and S. thermophilus CNRZ385, on the other hand
(Fig. 2). Besides these differences, two substitutions located inside
the segment (936-946), which has been predicted to be involved in
substrate binding (Fernandez-Espla et al., 2000), were observed
between S. thermophilus ATE11PB6, HAD8«, PB180, ST19, PB302,
LMD-9 and S. suis on one hand, and S. thermophilus CNRZ385 on the
other hand (Fig. 2). For the first one, a negatively charged residue
(Asp-906) in S. thermophilus CNRZ385 is replaced by an uncharged
residue (Asn) in the others. The second substitution corresponds to
the replacement of an isoleucyl residue (I1le-909) in S. thermophilus
CNRZ385 by a phenylalanyl residue in the other strains.

As mentioned above, sequencing of the eight PCR products of
531 bp revealed that seven out of eight are identical to the prtS
allele of strain LMD-9, suggesting that it is the most frequent in the
S. thermophilus species. The presence of an imperfect duplication,
which is present in the PP domain of the prtS allele of the strain
LMD-9, was further investigated by PCR for the 23 prtS" strains
using the primers style 3 and style 4. A band of 742 bp, corre-
sponding to a fragment of expected size when the duplication is
present, was observed for each strain, except for the strains
CNRZ445 and 4F44 (data not shown). Therefore, the LMD-9 prtS
allele is the most frequent in our collection and perhaps in the S.
thermophilus species.

3.2.3. Conclusions about the variability of prtS in S. thermophilus

In contrast to the conclusions drawn from the sequencing of the
two first genomes (Bolotin et al.,, 2004), our results suggest that in
most cases, the PrtS™ phenotype of some S. thermophilus strains
does not result from an absence of the corresponding gene since it
has been detected in 23 out of 30 strains. On the basis of the results
obtained from the strains ATE11PB6, HAD8a, PB180 and ST19, the
PrtS™ phenotype of the strains having the prtS gene might result
from an alteration of its expression rather than from a mutation.
Indeed, in each case, the prtS gene appears to be functional since no
mutation was detected in the ORF or in the 752 nt upstream
(containing the promoter) or in the 382 nt downstream from the
ORF. Finally, it appeared that the prtS allele of the strain LMD-9 is
the most frequent since it is detected in 21 out of 23 strains of our
collection. As PrtS of the strains CNRZ385 and LMD-9 differed in the
segment 936-946, which has been predicted to be involved in
substrate binding (Fernandez-Espla et al, 2000), it would be
interesting to determine whether these two CEP display the same
substrate specificity.

3.3. The PrtS" strains displayed the highest acidifying capacities
when grown in milk

Shahbal et al. (1991) observed that the three proteolytic strains of
their collection also displayed the highest acidification rates when
grown in milk. This reflects, at least in part, their growth capacity in
milk which also depends on their galactose-lactose metabolism,
capacity to acid stress resistance, peptide transport systems or their
ureolytic activity (Garault et al., 2002; Latrille et al., 1992; Letort et al.,
2002; Spinnler and Corrieu, 1989; Tinson et al., 1982). Therefore, we
investigated the acidifying capacities of the strains in our collection
and determined whether the differences observed resulted from
their sensitivity to acid stress or from urease activity.

3.3.1. Different acidifying capacities of S. thermophilus strains
grown in milk with or without bactotryptone

The acidifying activity of the 28 strains in our collection was
determined after growth in milk with or without bactotryptone
supplementation, and compared with that of the reference strains
CNRZ1066 and LMD-9. Acidification rates were determined after 4
and 6 h of culturing at 42 °C.

After 4 and 6 h of growth in milk, three groups of strains were
distinguished (Table 1). The first group included two strains
CNRZ21 and CNRZ307 (designated as L-strains) that were slightly
acidifying (average titratable acidity was 11.0+2.4°D after 6 h
incubation), a second group contained 16 strains (designated as
M-strains) displaying an intermediate level of acidification rate
(titratable acidity after 6 h incubation ranged between 22.8 and
36.0°D; mean of 29.8 + 4.2) and a third group corresponding to 12
strains (designated as H-strains) with a high acidification rate
(titratable acidity after 6 h incubation ranged between 44.5 and
58.9 °D; mean of 53.4 + 4.5). The average pH of the cultures for the
three groups was 6.3 +0.1, 5.6 +0.3 and 5.0+ 0.2 after 4 h incu-
bation, and of 6.0+ 0.0, 5.3+ 0.2 and 4.7 + 0.1 for the L-, M- and
H-strains after 6 h incubation, respectively. Interestingly, all H-
strains were PrtS* whereas all L- and M-strains were either PrtS~
or PrtS*-,

Although H-strains seemed to be globally more acidifying after 4
and 6 h incubation in milk supplemented with bactotryptone, the
different S. thermophilus strains displayed similar acidification rates
(Table 1). For example, after 6 h incubation, acidifying capacities of
strains CNRZ307 (L-strain) and CNRZ404 (M-strain) appeared to be
similar to those of strains CNRZ308 (M-strain) and PB302 (H-
strain), respectively (Table 1). Finally, pH values of culture media
after 6 h were not significantly different (about 4.5 + 0.2), showing
that all of strains displayed similar levels of resistance to acid stress.

3.3.2. Urease activity of the H-strains

We determined whether the differences in acidifying capacities
observed between the L-, M-strains and the H-strains might result
from the ureolytic activity of the H-strains since the metabolism of
urea is known to interfere with the acidifying capacities of S.
thermophilus. The H-strains and the two controls LMD-9 (positive
control) and CNRZ407 (negative control, as it was devoid of
urease; Juillard et al., 1988) were grown at 42 °C in milk with or
without flurofamide (10 um) supplementation, an urease inhibitor.
At this concentration, it has been shown that flurofamide does not
inhibit S. thermophilus growth (Pernoud et al., 2004). The initial
acidity of milk supplemented with flurofamide did not signifi-
cantly differ from that of milk (data not shown). The acidification
rate of strain CNRZ407 after 4 h or 6 h incubation was not signif-
icantly different in the presence (30.9 + 1.2 after 6 h incubation) or
in the absence (31.2+1.8 after 6 h incubation) of flurofamide,
whereas that of strain LMD-9 was slightly lower (52.5 + 1.6) after
6 h incubation, suggesting that urease inhibition affects acidity
production as already reported (Pernoud et al., 2004). All of the H-
strains, except strain Y4 (51.9 + 0.7 after 6 h incubation), appeared
to be less acidifying in presence of flurofamide (between 35.9 + 1.2
and 54.0 + 1.7 after 6 h incubation) but remained more acidifying
than the L- and M-strains (Table 1). Thus, ureolytic activity does
not appear to be the only determining factor of the high acidifying
capacities of the H-strains. The presence or absence of active
urease was investigated in the strain Y4 as well as in the two
controls by a zymographic approach. Urease activity was detected
in strains LMD-9 and Y4 but not in the negative control CNRZ407,
as expected (data not shown). The absence of a detectable effect of
flurofamide on the acidifying capacities of strain Y4 might result
from an absence of urease biogenesis in milk or from an absence
of sensitivity of its urease to flurofamide at the concentration
employed.
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3.3.3. Acidifying capacities of the different S. thermophilus strains

On the basis of their acidifying capacities, strains in our collec-
tion were clustered into three groups: L-, M- and H-strains. The
high acidifying capacities of the H-strains did not result from
a higher sensitivity of the L- and M-strains to acid stress, nor from
the urease activity of the H-strains. As Shahbal et al. (1991) repor-
ted, we observed that all of the H-strains were also PrtS*, under-
lining the strong impact of the proteolytic capacities on the
acidifying capacities.

3.4. Detection of three types of 165-235 ITS among the
30 S. thermophilus strains

To investigate phylogenetic relationships between PrtS*, Prts*/~
and PrtS™ strains, their ITS 165-23S were amplified and sequenced,
except that of strains CNRZ1066 and LMD-9, which are already
known. The primers ITS16S and ITS23S (Table 2) which target 153 bp
from the 3’ end of the 16S rRNA gene and 201 bp from the 5’ end of
the 23S rRNA gene were used. For each strain, a 0.6 kb band was
observed, suggesting the presence of a unique type of 165-23SITS, as
previously described (Moschetti et al., 1998; Tilsala-Timisjarvi and
Alatossava, 1997). The sequence of this band was established for each
strain and revealed the presence of a 165-23S ITS of 273 or 274 bp.
Three different types of 165-23S ITS were observed (Table 1). The first
two corresponded to ITS-5t-1 and ITS-St-11 whereas the third (ITS-St-
V) corresponded to a new allele that has never been reported
(accession number, EU375896). It showed high similarities with the
ITS-St-1 sequence except in position 264, where a G264A substitution
was detected. This substitution is present in Streptococcus salivarius
ATCC13419 and eliminates one of the two Haelll restriction sites that
were used by Moschetti et al. (1998) to differentiate S. thermophilus
from S. salivarius. This G264A substitution has been previously
reported by Mora et al. (2003 ) for ITS-St-1V type.

As Mora et al. (2003) reported, we also observed that most
strains harboured an ITS-5t-1 (17 out of 30) or an ITS-St-11 (10 out of
30) allele while only three exhibited an ITS-5t-V allele. Interestingly,
all of the strains (10 out of 10) with an ITS-St-II allele were PrtS* as
well as being high acidifying, whereas all, except one (strain 4F44),
with an ITS-St-I allele were PrtS*/~ or PrtS™ and belong to the L- or
M-clusters. Such results showed a strong phylogenetic proximity
between the H-/PrtS* strains.

4. Conclusions

The aim of this work was to address three questions which could
be raised from results published earlier. The first one concerned the
reason for the low or absent CEP activity observed in some strains.
We showed that, in our collection of strains isolated from yoghurt
or cheeses, a large proportion of strains (15 out of 30) appeared to
be PrtS™ (12 out of 15) or PrtS*/~ (3 out of 15). No correlation
between the origin and the proteolytic capacities of the strains
could be drawn. In most cases, the PrtS™ phenotype did not result
from the absence of the corresponding gene as in the two strains
(LMG18311 and CNRZ1066) where the genome has been
sequenced, but perhaps rather from an alteration of its expression
as in the case of the strains ATE11PB6, HAD8x, PB180 and ST19. The
second question concerned the variability of the prtS gene in the S.
thermophilus species. We showed that most of the strains (21 out of
23) of our collection, irrespective of their origin, possessed the
same prtS allele of the LMD-9 strain. Likewise, we showed that the
PrtS" strains also exhibited the highest acidifying capacities.
Finally, the third question concerned the phylogenetic proximity
existing between strains with different proteolytic and acidifying
potentials. We showed that all of the strains having a 165-23S ITS of
type Il also displayed high proteolytic and acidifying properties,
suggesting that they have a high phylogenetic proximity.
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Chapitre 2 : Publication n°2

Release of the cell-enveloppe protease PrtS in the growth medium

of Streptococcus thermophilus 4¥44

Résumé :
Jusqu’a présent, la seule protéase (CEP pour Cell Envelope Proteinase) caractérisée

chez Streptococcus thermophilus est la protéase PrtS. Il semble que cette protéase est ancrée a
la paroi cellulaire, par la sortase A (SrtA), grace au motif LPXTG présent a son extrémité C-
terminale. Deux protéases solubles correspondant aux deux formes pro-enzyme et mature de
la protéase PrtS ont été détectées dans le surnageant de la souche 4F44. Ainsi, la protéase PrtS
de cette souche présente 60% de son activité sous forme pariétale et 40% sous forme libre. Sa
sécrétion dans le milieu de culture pourrait résulter d’un déficit partiel de la sortase SrtA de la
souche 4F44 méme si la séquence soit semblable a celle de 1a souche LMD-9 pour laquelle 1a
protéase PrtS est ancrée a la paroi cellulaire. En effet, la présence d'un motif LPXTG intacte a
I'extrémité C-terminale des protéases libérées a montré que 1’ancrage par la sortase SrtA n'a

pas eu lieu et ces protéases n'ont pas été libérées par la protéolyse apres leur ancrage.

110



Release of the cell-enveloppe protease PrtS in the growth medium of Streptococcus
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Abstract

PrtS is the sole cell envelope protease (CEP) characterized today in Streptococcus
thermophilus. It is believed that it is anchored to the cell wall by the sortase A (SrtA) thanks
to the LPXTG motif, present at its C-terminus. Two soluble proteases corresponding to PrtS
in its proenzyme and mature form were detected in the supernatant of the strain 4F44. In this
strain, 60% of the PrtS molecules are anchored to the cell wall and 40% released in the
medium. Such a release might result from a partial deficiency in the strain 4F44 of SrtA, even
if its sequence slightly differs from that of the strain LMD-9, where prtS is anchored. Indeed,
the presence of an intact LPXTG motif at the C-terminus of the released proteases showed
that the linking process driven by SrtA did not occur and these proteases were not released by

proteolysis after their anchoring.

Keywords: Streptococcus thermophilus, Cell Envelope Proteinase, PrtS, Sortase A
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Introduction

In dairy industry, a rapid growth of the lactic acid bacteria (LAB) used as starters,
such as Streptococcus thermophilus, allows a rapid acidification of milk. Because of their
auxotrophy for several amino acids, this rapid growth and acidification, is dependent on the
capacity of LAB to find milk peptides or free amino acids that can be utilized for their protein
synthesis. Thus, growth of most of S. thermophilus strains is stimulated by supplementing the
growth medium with two to five amino acids while the Lactobacilli require between 3 and 14
amino acids in their growth medium (Courtin, Monnet & Rul, 2002). As the concentration in
peptides or in free amino acids is low in milk, LAB depends on the presence of cell envelope
protease (CEP), at the surface of their cells. For example, growth of a PrtP-negative mutant of
Lactococcus lactis is strongly altered in milk, since it reaches only 10 % of the cell density
observed with a PrtP-positive strain (Thomas & Mills, 1981). Similarly, the biomass of a
PrtB™ mutant of Lactobacillus bulgaricus grown in milk, reaches only 22 % of that obtained
with a PrtB* strain (Gilbert, Blanc, Frot-Coutaz, Portalier, & Atlan, 1997). Although several
LAB possess only one CEP, the presence of two or more CEP has been reported in
Lb. helveticus (Genay, Sadat, Gagnaire, & Lortal, 2009). As for the other LAB, the utilization
of caseins as amino acids source by S. thermophilus depends froms its CEP PrtS which is the
sole CEP known today in this LAB (Fernandez-Espla, Garault, Monnet, & Rul, 2000).
Oligopeptides are then transported into the bacteria by oligopeptide transport system (Garault,
Le Bars, Besset, & Monnet, 2002) and hydrolyzed by a pool of various intracellular
peptidases to provide amino acids to the cell (Rul & Monnet, 1997). As for the other LAB
cited above, the absence of an active PrtS in a mutant PrtS™ reduced its growth in milk while it
is similar to that of a PrtS™ strain in M17.(Courtin, Monnet & Rul, 2002; Galia, Perrin, Genay,
& Dary, 2009).

The protease PrtS of S. thermophilus CNRZ385 has been characterized at the
biochemical and genetic level. It is a serine protease belonging to the subtilisin-like serine
protease family also known as the subtilase family whose the activity is enhanced in the
presence of the divalent cations Ca®*, Mn**, Mg”* (Fernandez-Espla, Garault, Monnet, & Rul,
2000; Shahbal, Hemme, & Renault, 1993). PrtS is synthesized as a preproprotease and
displays several domains, a signal sequence (SS), a propeptide (PP), a catalytic domain (PR),
a globular domain (A), an helical domain (H), a wall domain (W) and an anchored domain
(AN) which contains a LPNTG motif (Fernandez-Espla, Garault, Monnet, & Rul, 2000;

Siezen, 1999). During its exportation, the signal sequence is removed and PrtS is secreted as a
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proprotease (immature form) and maturated (cleavage of the PP domain) through an unknown
mechanism. In pathogenic Streptococci, proteins having a LPXTG motif are often involved in
virulence and are anchored to the cell wall by the sortase A, SrtA (Davies, Svensiter, &
Herzberg, 2009; Egan, Kurian, Ward, Hunt, & Leigh, 2010; Lalioui et al., 2005; Yamaguchi
et al., 2006). As this motif is present in PrtS, it has been proposed that PrtS could be also
covalently bound to wall peptidoglycan by SrtA (Fernandez-Espla, Garault, Monnet, & Rul,
2000). The facts that no protease activity was detected in the cell-free medium after growth of
S. thermophilus (Shahbal, Hemme, & Renault, 1993), and that various treatments (chemical,
mechanical and enzymatic) have been needed to release the protease from cellular debris of
the S. thermophilus CNRZ385 (Fernandez-Espla, Garault, Monnet, & Rul, 2000; Shahbal,
Hemme, & Renault, 1993) support this hypothesis. The anchoring of proteins with a LPXTG
motif by SrtA is a two step process. In the first, SrtA cleaves the bond linking the threonin to
the glycin residue of the LPXTG motif, and in the second step, SrtA covalently attaches the
protein to the peptidoglycan through its cysteine transpeptidase activity. In numerous
pathogenic Streptococci such as S. pneumoniae (Kharat & Tomasz, 2003), S. gordonii
(Davies, Svensiter, & Herzberg, 2009), S. mutans (Igarashi, Asaga, & Goto, 2003) or S. suis
(Wang et al., 2009), inactivation of the srtA gene leads to the failure of the anchoring in the
peptidoglycan of proteins with a LPXTG motif and to their release into the extracellular
medium.

In this paper, we reported the highlight of a soluble extracellular form of PrtS in
S. thermophilus 4F44 and explored the reasons of such a release in the growth medium.
Analysis of the sortase SrtA of this strain revealed that it might be partially defective even if
its sequence slightly differs from that of the strain LMD-9, whose the CEP PrtS is anchored.
Indeed, the presence of an intact LPXTG motif in the C-terminal region of the released
protease forms showed that the anchoring process did not occur correctly, and that these

proteases were not released by proteolysis after their anchoring.

2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains and growth conditions

S. thermophilus strains used in this work (Table 1) were isolated in our laboratory

either from cheese or yoghurt, or came from the CNRZ (Centre National de Recherches

Zootechniques, INRA, Jouy-en-Josas, France) or ATCC (American Type Culture Collection,
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Manassas, VA, USA) collections. Strains were stored at -80 °C in reconstituted skim milk
(10 %, w/v). Before each experiment, strains were grown at 42 °C overnight in skim milk or
in LM17 medium, corresponding to M17 medium (Terzaghi & Sandine, 1975) supplemented
with lactose (20 g/L). For DNA extraction or proteolytic activity detection, strains were
grown in LM17 medium. The growth was followed by measuring optical density ODgsg

and/or monitoring pH of culture supernatant.

2.2. Protein extraction, electrophoresis and detection of protease and peptidase activities

Intracellular proteins (IP) were extracted from S. thermophilus cells, grown in LM17
at 42 °C as previously described (Galia, Perrin, Genay, & Dary, 2009). Proteins released (RP)
in the culture medium during growth of S. thermophilus were recovered after filtration of the
culture supernatant through a 0.22 um filter.

SDS-PAGE was performed as previously described (Egito et al., 2002), using a 5 %
stacking and 7.5 % resolving polyacrylamide gel. Before -electrophoresis, protein
concentration of samples was determined by the Bradford method (Bradford, 1976). About 20
pg of protein were usually loaded.

Protease activity was detected either by zymography using caseins as substrates, under
the conditions already described (Galia, Perrin, Genay, & Dary, 2009) or by using the
substrate Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, prepared in 1 volume of dimethyl formamide and 9
volumes of 50 mmol/L Tris-HCI buffer (pH 8) containing 5 mmol/L CaCl,. Peptidase activity
was detected using the Lys-pNA chromogenic substrate, prepared as the Suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-pNA substrate. For both substrates, 100 uL sample (containing bacteria or not) were
mixed with 1 mL of substrate solution and incubated 1 h at 37 °C. Absorbance (A419) was
determined by spectrometry (Uvikon, Kontron, Switzerland). Samples without bacteria were

previously desalted and concentrated 5 fold using microcon filter (cut off 50 kDa).

2.3. Preparation of a fraction enriched in extracellular PrtS soluble forms

S. thermophilus 4F44 was grown at 42 °C in LM17 medium, initially inoculated at 1
%. At an ODgs of 2, cells were harvested by centrifugation at 3900 g for 15 min at 20 °C and
placed in 800 mL of LM17 fresh medium. Hence, bacteria were grown until the pH of the
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culture medium reaches a value of 4.6. The soluble immature (PrtS with its prodomain PP)
and mature (PrtS without its prodomain PP) forms of PrtS precipitated in these acidic
conditions (see result section). So, the culture medium was discarded after 15 minutes of a
12000g centrifugation at 4 °C and the pellet, containing both cells and precipitated proteins,
were washed 2 times in 50 mmol/L acetate buffer pH 4.6 and resuspended in 50 mmol/L Tris-
HCI buffer pH 8. As at this pH, immature and mature form of PrtS were solubilized (see
result section), bacterium cells were discarded after a centrifugation for 15 min at 3900 g and
the supernatant filtered through a 0.22 um filter, dialyzed against deionized water and

lyophilized.

2.4. Blotting and N-terminal sequencing

After separation of proteins by SDS-PAGE, proteins were -electrotransferred onto
polyvinylidene difluoride membrane (PVDF) and stained with 0.2 % (w/v) Ponceau S red in 2
% (v/v) acetic acid. Destaining was performed with ultra-pure H,O. After excision of the
bands of interest, the protease was submitted to amino-terminal microsequencing by Edman
degradation (Gonzalez-Marquez, Perrin, Bracquart, Guimont, & Linden, 1997). Identification
of the corresponding proteins was performed using BLAST program for protein sequencing

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

2.5. Characterization of the C-terminal part of PrtS by bottom-up approaches using high
resolution Electrospray lonization with Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass

Spectrometry (ESI-FT-ICR-MS)

These analyses were performed in the Laboratoire de Spectrométric de Masse
Biologique & Protéomique of ESPCI-ParisTech (Ecole Supérieure de Physique et de Chimie
Industrielles de la Ville de Paris, France). Proteins present in the fraction enriched in the PrtS
soluble forms were separated by SDS-PAGE and the two bands corresponding to the
immature and mature form of PrtS were cut out and conserved in 200 puL of 1 % acetic acid at
-20 °C. The proteins present in the cut band and corresponding to the immature form of PrtS
were digested with trypsin and the generated peptides identified by bottom-up approach
(Yates, Ruse, Nakorchevsky, & 2009). Peptides were applied to an UltiMate® 3000 Nano LC
system (Dionex, Amsterdam, Netherlands) coupled to a hybrid linear quadrupole ion trap

Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometer (LTQ-FT; Thermofisher, San
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Jose, CA, USA) equipped with an electrospray ionization source. The raw sample (8 pL
injected) was desalted and preconcentrated by a PepMap C;g precolumn (5 x 0.3 mm i.d., 3
um particle size, 10 nm pore size, Dionex) before eluting and separating on a reversed phase
analytical column (PepMap Cis, 150 x 0.075 mm i.d., 3 um particle size, 10 nm pore size,
Dionex). For this elution, solvent A was composed of 2 % acetonitrile and 0.1 % formic acid
in water and solvent B of 90 % of acetonitrile and 0.1 % of formic acid in water. The gradient
used was as follows: a isocratic step of 1 % of solvent B in solvent A during 5 min at a flow
rate of 15 uL/min for desalting, a second isocratic step of 5% of solvent B in solvent A for 3
min at a flow rate of 300 nL/min and a linear gradient of 5 % to 25 % of solvent B in solvent
A during 32 min at a flow rate of 220 nL/min. Data has been acquired in the LTQ-FT with
automatic alternation between MS and MS/MS modes according to (Hesse, Marcelo, Rossier,
& Vinh, 2008), with a modified m/z range of 400-2000.

Peptide identification was performed as previously described (Hesse, Marcelo,
Rossier, & Vinh, 2008). Mass accuracy tolerance was set to 10 ppm in MS mode, and 0.1 Da
in MS/MS mode. Data was processed using Mascot 2.2 software (Matrix Science Inc.,
Boston, MA, USA) and searched against the deduced amino acid sequence of the prtS gene of
the strain S. thermophilus 4F44. Two missed cleavages were allowed for trypsin and fixed
modifications such as carbamidomethylation of cysteine residues, oxidation of methionine
residues, deamidation of glutamine and asparagine residues, formylation, phosphorylation of
serine, threonine and tyrosine residues, methylation and ethylation. Protein identification was
validated if at least two different protein fragments were identified with a minimal peptide

score of 30 according to the published standards (Kapp et al., 2005).

2.6. DNA extraction -restriction fragment separation and Southern analysis - Polymerase

chain reaction (PCR) amplication - DNA sequencing and nucleotide accession numbers

DNA extractions were realized as previously described (Galia, Perrin, Genay, & Dary,
2009). The different primers sequences used in this work are shown in Table 2. Each PCR
was carried out in a final volume of 50 pl, with 1.25 U of Taq DNA polymerase, 200 ng of
genomic DNA, 200 pmol/L of each dNTP and 25 pmol/L of each primer. Amplification of
prtS gene was performed in the following conditions: 4 min of denaturation at 95 °C, 30

cycles of three steps of 30 s (denaturation step at 95 °C, annealing step at 58 °C, extension
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step at 72 °C), final extension step at 72 °C for 10 min. Amplification of the srtA gene was
performed under the same conditions, except for the 30 cycles of three steps since the
denaturation step was performed 45 s at 95 °C, the annealing step at 55 °C for 30 s and the
extension step for 45 s at 72 °C.

DNA sequencing was performed on double-stranded template from a PCR product by
Beckman Coulter Genomics (Takeley, UK). The search for homology and sequence
comparison were performed using the BLAST program (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast)

and the Bioedit software (free access, http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html) using

the ClustalW algorithm, respectively. The sequence of the genes prtS and srtA of
S thermophilus 4F44 have been deposited in the GenBank database under accession numbers:

GU459009 and GU459010, respectively.

3. Results

3.1. Highlight of an extracellular protease in the strain 4F44

In a previous work, we showed a direct link between high acidifying capacities and the
expression of the protease PrtS which is the sole CEP which has been identified in
S. thermophilus. Thus, we observed that among the 30 S. thermophilus strains of different
origin of our collection, 23 strains possess the prtS gene but only 15 express it and display
high acidifying capacities in milk (Galia, Perrin, Genay, & Dary, 2009). We completed here
this work by seeking in the culture supernatant of these strains the presence of putative

extracellular soluble proteolytic activity.

After 5h growth at 42 °C in LM17 medium, the putative proteins released in the
medium (RP for Released Proteins) were collected from filtered supernatant, and caseinolytic
activities were sought by zymography, using caseins as substrates (Table 1). Although no
caseinolytic activity was detected in 14 out the 15 strains tested (Table 1), two caseinolysis
plaques, corresponding to proteases of apparent molecular mass of about 170 and 154 kDa
were detected in the RP fraction of the strain 4F44 (Fig. 1a). To ensure that these protease
activities did not result from cell lysis, peptidase and protease activities were studied in the IP
(Intracellular Proteins) and RP fractions obtained after 5 h growth of strains 4F44 and PB385,
the latter strain was used as control (Table 1). The two chromogenic substrates, Lys-pNA and

Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, allowed the detection of peptidase and protease activity
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respectively. The peptidase activity was detected in the IP fraction of both strains but not in
the RP fraction. The protease activity was only observed in the IP fraction of the strain PB385
whereas it was detected in both fractions in the strain 4F44. Therefore, these results allowed
us to conclude that the presence of a caseinolytic activity in the RP fraction of the strain 4F44
did not result from a lysis of cells, but rather from a release of proteases into the extracellular

medium.

3.2. Immature and mature form of PrtS corresponded to the extracellular soluble proteases

detected in the strain 4F44

Release of extracellular proteases of the strain 4F44 was followed during its growth in
LM17. Every 30 minutes, protease activity using the chromogenic substrate Suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-pNA was measured in the filtered supernatant. Proteolytic activity increased during 3.5 h
of growth and then, rapidly decreased (Fig. 1b). Simultaneously, the pH reached a 4.5 value.
This loss of activity could result either from the protease precipitation at their isoelectric
point, or from their inactivation by the acidic conditions. Hence, the strain 4F44 was grown
until the pH of the culture reached 4.6, and the cells and the putative proteases recovered and
resuspended in a 50 mmol/L Tris-HCI buffer pH 8 to solubilize the putative proteases. Cells
were then discarded and the supernatant recovered and filtered. In this supernatant, protease
activity was detected at a level which appeared to be similar to that observed at pH 6.
Consequently, we used this property to retrieve significant quantities of extracellular
proteases. Eight hundred milliliters of dialyzed supernatant containing the enzymes were
lyophilized and 25 % of the lyophilized material was used to separate proteases by SDS-
PAGE. After transfer onto a PVDF membrane and staining with Ponceau S Red, two distinct
bands corresponding to proteins having an apparent molecular mass of 170 and 154 kDa were

detected.

The N-terminal sequence of proteins respectively present in the caseinolysis band 1
(170 kDa) and 2 (154 kDa) were determined. Ten amino acid residues were resolved in each
case. The ten amino acid residues of the protein in the plaque 2 corresponded to those of the
N-terminal part of the mature form of PrtS (Fig. 2) purified from the strain CNRZ385
(Fernandez-Espla, Garault, Monnet, & Rul, 2000). Indeed, during exportation and maturation

processes of PrtS, the signal peptide and prodomain are removed. The ten amino acid residues
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of the protein in plaque 1 were identical to the first ten amino acid residues of the prodomain

of PrtS, i.e. the immature form of PrtS (Fig. 2).

These results implied that, in the strain 4F44, PrtS could be anchored and released into
the medium. To test this hypothesis, the strains LMD9 and 4F44 were grown until they
reached exponential phase. More precisely, the cultures were stopped when the pH of the
medium reached 5.8, i.e., when a maximal protease activity was observed (Fig. 1b). Cells
were then recovered by centrifugation, washed and re-suspended in an appropriate 100 mM
Tris-HCI buffer (pH 7). Protease activity was sought using the Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA
substrate. In the strain LMD-9, protease activity was only detected with the bacterial
suspension. On the contrary, about 40 % of protease activity was detected in the culture
medium of the strain 4F44 (released protease) and 60 % in the bacterial suspension (anchored
protease). In addition, no proteolytic activity was detected in the supernatant of a sample of
bacterial suspension of the strains LMD-9 and 4F44 stored during 1 h 30 min in 50 mmol/L
Tris-HCI buffer (pH 8) containing 5 mmol/L CaCl, or not. Therefore, this result implied that

the PrtS molecules that were attached to the peptidoglycan were not released.

Knowing that only one copy of the prtS gene has been previously detected in the strain
4F44 (Galia, Perrin, Genay, & Dary, 2009), we determined whether the PrtS release resulted
from a mutation in its gene, most particularly in the anchor region (AN). Hence, the prtS gene
was amplified, using 13 pairs of primers (Table 2), and sequenced. A 5957 bp sequence was
obtained. It shared 99% identity with the corresponding gene of strains CNRZ385 and LMD-
9. It consisted of an Open Reading Frame (ORF) of 4755 nt, and regions 766 nt upstream and
371 nt downstream from the ORF. A Ribosome Binding Site (RBS) was detected 13 nt
upstream from the ATG of the ORF as well as a -10 box (TATATT), which was localized 39
bp upstream from RBS. A cod Y box (AATTTTCAGAATATA) was also present 44 nt
upstream from the TATA box. Downstream from the ORF, no transcriptional terminator was
identified. The ORF shared 98 % identity with the corresponding gene in strain CNRZ385,
97 % identity with that of the strain LMD-9 and with a CEP of S. suis 89/1591 and 96 % with
PrtS of the strain JIM8232. The imperfect duplication of a motif of 32 residues observed in
the PP domain of S. thermophilus LMD-9 (Delorme, Bartholini, Bolotine, Dusko Ehrlich, &
Renault 2010; Galia, Perrin, Genay, & Dary, 2009) was absent in this allele, as in the case of
the strain CNRZ385 (Fernandez-Espla, Garault, Monnet, & Rul, 2000). The major differences
which were observed between PrtS of the strains CNRZ385 and 4F44 were located between

the positions 721 and 739 (Fig. 2). This difference results from two frameshift mutations, one
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(+1, addition of an adenine) at the position 2072 and the other (-1, loss of a thymine) at the
position 2121 in the allele of the strain CNRZ385. Using the expasy software to compute
pI/Mw (http://www.expasy.ch/cgi-bin/pi_tool) molecular mass and isoelectric point of the
immature and mature PrtS forms of the strains 4F44 were evaluated. If the estimated
molecular weight (154 kDa) of the mature form of PrtS was identical with that of the strain
LMD-9, the theorical molecular mass of the proprotease PrtS of the strain 4F44 was slightly
less (165.9 kDa) than that of the strain LMD-9 (169.5 kDa), estimated with the same
software. This difference results from the absence of the duplication which is present in the
prodomain of PrtS of the strain LMD-9 (Fig. 2). The isoelectric points of the immature and
mature PrtS form were respectively 4.42 and 4.53, explaining their precipitation when the pH
dropped below 5. As the AN region appeared to be identical to that of the przS allele present
in the databanks, it was concluded that the PrtS release by the strain 4F44 did not result from

a mutation in this region.

3.3. The srtA gene of the strain 4F44 displayed mutations

As PrtS of S. thermophilus exhibits a LPXTG motif (LPNTG in this case), it has been
assumed that it is anchored to the cell wall by SrtA (Fernandez-Espla, Garault, Monnet, &
Rul, 2000). Several observations supporting this hypothesis have been reported in the
introduction. Further, we detected no protease activity in the supernatant, after 1 h 30 min
incubation of the strains 4F44 and LMD-9 in presence or not of CaCl,, showing that the

fraction of PrtS that was anchored to the cell wall was not released.

We obtained the sequence of srtA, the only gene of sortase detected in the genome of
S. thermophilus, in the strain 4F44 to determine whether the released PrtS resulted from a
mutation in this gene. The srtA gene was amplified from genomic DNA of the strain 4F44
using two pairs of primers (Table 2) and sequenced. The sequence of srtA consisted of an
Open Reading Frame (ORF) of 759 nt (253 amino acid residues). No promoter was detected
upstream from the ATG but it should be noted that in other Streptococci, srtA is included in
operonic structure comprising at least the gene gyrA, encoding the subunit A of the gyrase.
The deduced SrtA protein of the strain 4F44 shared 99 and 98 % identity with the
corresponding homologs of the strains NDO3 and LMD-9. The catalytic triad (H146, C212,
R220) and the residues of the active site (G118, K130, S142, A144, T211, A217) were found

to be present (Fig. 3). Five and 3 substitutions were observed between the SrtA sequence of
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the strain 4F44 and that of the strains LMD-9 and NDO3, respectively (Fig. 3). To determine
whether the srfA allele of the strain 4F44 existed in strains having or not having a PrtS
anchored in their cell wall, the strA gene of the strains PB180O, PB302 and CNRZ307 was
amplified as before and sequenced. It must be noted that the strain CNRZ307 is prtS™ while
the two others possess this gene but it was found to be only expressed in the strain PB302
(Table 1). We observed that the three strains exhibited a strA allele identical with that of the
strain LMD-9.

3.4. Determination of the C-terminus sequence of the extracellular soluble form of PrtS

In Streptococci, the anchoring by SrtA of proteins having a LPXTG motif to the cell
wall proceeds in two steps: cleavage of the link between the threonin and the glycin residues
within the LPXTG motif, and attachment of the protein to the peptidoglycan.

To determine the reason for the release of PrtS in the growth medium of the strain
4F44, 75 % of lyophilized material recovered from 800 mL of supernatant culture medium
(see above) was separated on SDS-PAGE and stained with Coomassie blue. A band
containing the protein corresponding to the immature PrtS form was cut and the protein was
subjected to a tryptic digestion. We applied a bottom-up approach (Yates, Ruse,
Nakorchevsky, & 2009) with ESI-FT-ICR-MS to analyze the peptides generated after tryptic
hydrolysis. This mass spectrometry has been adapted to obtain high accuracy and reliability of
results (Douglas, Frank, & Mao, 2005; Yates, 2004; Yates, Ruse, Nakorchevsky, & 2009)

Considering the specificity of trypsin and the detection window, all of the expected
peptides with molecular weight ranging between 700 Da and 3800 Da were observed. The
sequence coverage is 69 % with a Mascot score of 7094. The tryptic peptide
PQVTQLPNTGENDTK"** containing the motif LPNTG was found as well as the peptide
P0QVTQLPNTGENDTKYYLVPGVIIGLGTLLVSIRR'®" with two trypsin miscleavages.
Thus, SrtA has not hydrolyzed the peptide bond between the threonin and glycin residues of
the LPNTG motif (Fig. 2).

4. Discussion

PrtS is the sole CEP known in S. thermophilus (Fernandez-Espla, Garault, Monnet, &
Rul, 2000). On the basis of the results reported (Shahbal, Hemme, & Desmazeaud, 1991), it
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has been long believed that most of S. thermophilus strains did not contain any CEP and that
their growth in milk depended on their co-cultivation during the manufacture of fermented
dairy products with other bacteria such as Lb. bulgaricus (Courtin, Monnet & Rul, 2002).
Indeed, out of the 97 strains from the INRA collection, only 3 were found to display levels of
proteolytic activity which appeared to be similar to those observed in Lactococci (Shahbal,
Hemme, & Desmazeaud, 1991). However, whole-genome hybridization showed that 35 of 47
strains from a collection of industrial strains contained the prtS gene (Rasmussen et al., 2008),
and we also observed that among the 30 strains of our laboratory collection, 23 possessed this
gene (Galia, Perrin, Genay, & Dary, 2009). Nevertheless possessing the prtS gene is not
sufficient for its expression. Indeed, out the 23 prtS* strains in our collection, only 15 were
found to express it under the tested conditions. The sequencing of four alleles from four
prtSTPrtS” strains, did not allow detecting a mutation that can explain its lack of expression
(Galia, Perrin, Genay, & Dary, 2009). Finally, analysis of distribution of the prtS gene in
S. thermophilus showed that the gene is infrequent in historical collections but frequent in
recent industrial ones and has been acquired from S. suis by horizontal gene movement

(Delorme, Bartholini, Bolotine, Dusko Ehrlich, & Renault 2010).

The strain 4F44 was the sole strain where a caseinolytic activity was detected in the
RP fraction, consisting of two bands corresponding to proteases of 170 and 154 kDa. We
showed that the corresponding proteases are the immature and mature forms of PrtS,
respectively. Two hypotheses could explain this result. The first implies a lysis of at least a
fraction of the cells during growth and therefore, the release of intracellular proteases or
peptidases in the growth medium. The second implies the effective release of PrtS in the
extracellular medium. To test these hypotheses, two chromogenic substrates permitting the
detection of peptidase and protease activity were used. A peptidase activity was detected
among the proteins of the intracellular fraction of the strain 4F44, but not among the proteins
of the extracellular fraction. Conversely, the protease activity was detected in both fractions,
as expected. Consequently, the presence of PrtS in the growth medium did not result from any
lysis but from its release into the medium.

The strain 4F44 contains only one copy of prtS gene (Galia, Perrin, Genay, & Dary,
2009). It displays 99% identity with that of strain CNRZ385. The major difference between
these two alleles results from two frameshift mutations in the allele of the strain CNRZ385
(+1, addition of an adenine and -1, loss of a thymine). As in S. suis and S. thermophilus
CNRZ385, the prodomain of PrtS of the strain 4F44 does not contain the imperfect

duplication of a motif of 32 residues which is present in PrtS of S. thermophilus JIM8332 and
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LMD-9 (Fig. 2), and which has been proposed to be required to direct correct folding of PrtS
in its new host (Delorme, Bartholini, Bolotine, Dusko Ehrlich, & Renault 2010).

Despite absence of mutation in the AN region of PrtS, anchoring of about 40% of PrtS
to the cell wall failed in the strain 4F44. We showed that the C-terminus of the soluble
extracellular form of PrtS harboured an intact LPNTG motif. Consequently, the cleavage of
the bond located between the threonin and the glycin of the LPNTG motif by SrtA, and the
subsequent anchoring of PrtS to the cell wall did not correctly occurred. Several hypotheses
can be proposed to explain such a result. A first implies a release of PrtS, initially correctly
anchored, by an autoproteolytic activity, as described in several LAB such as Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis CRL 581 (Espeche-Turbay, De Giori, & Hebert, 2009) , Lc. lactis
Wg2; Lc. lactis SK11 or Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ACA-DC 178 (Kunji, 1996;
Tsakalidou, Anastasiou, Vandenberghe, Van Beeumen, & Kalantzopoulos, 1999). Such a
hypothesis seems unlikely since after incubation of the cells during 1 h 30 in a Tris-HCl
buffer in presence or in absence of ions Ca®*, no PrtS activity has been observed in the
supernatant. Such an observation is consistent with the absence of the B domain, as postulated
previously (Fernandez-Espla, Garault, Monnet, & Rul, 2000). Indeed, it has been observed
that several CEP of LAB are capable to be released from the cells by autoproteolysis, whose
site is probably located in the B domain of these CEP. Further, the presence at the C-terminus
of an intact LPXTG motif is not consistent with this hypothesis. A second hypothesis implies
a partial deficiency of the sortase SrtA of the strain 4F44. To our knowledge, five types of
anchors have been described in LAB (Leenhouts, Buist, & Kok, 1999): transmembrane
anchor, lipoprotein anchor, AcmA repeat anchor, surface layer protein anchor and LPXTG
anchor. SrtA is the sole sortase identified in the 4 strains whose the genome has been
sequenced. Anchoring of proteins by SrtA depends on the presence of a signal peptide and of
a LPXTG motif, followed by a C-terminal hydrophobic region and a tail of charged amino
acid residues. Generally, attachment to the peptidoglycan occurs after secretion of the
substrate protein by the sec pathway and cleavage of the signal sequence (Egan, Kurian,
Ward, Hunt, & Leigh, 2010). On the basis of the sequence of the gene prtS, the signal
sequence and the AN region of PrtS of the strain 4F44 are intact implying that the release of
this protein in the extracellular medium does not result from an alteration of these two
domains. Moreover, the signal sequence was absent from the immature and mature forms of
PrtS released in the growth medium. In Staphylococcus aureus, hydrophobic and positively
charged residues of the anchoring domain retain the protein A (a cell wall protein) within the

plasma membrane until the substrate is anchored by sortase. Thus, if SrtA is mutated, the
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protease can remain associated with the cell membrane. Conversely, mutations that remove or
substitute residues within the LPXTG motif abolish the linkage of the protein A via the
sortase (Schneewind, Model, & Fischetti, 1992; Ton-That, Marraffini, & Schneewind,
2004).The situation is different in several Streptococci. In these bacteria, the anchoring and
surface displaying of surface proteins like the C5a peptidase (homologous of PrtS) are
released after deletion of the srtA gene (Davies, Svensiter, & Herzberg, 2009; Igarashi,
Asaga, & Goto, 2003; Lalioui et al., 2005; Marraffini, Dedent, & Schneewind, 2006; Nobbs
et al., 2007). When compared with that of the strain LMD-9, the deduced sequence of SrtA of
the strain 4F44 displays 5 substitutions. One of them (replacement of an isoleucin by a valin
at the position 227) affects a residue which has been proposed to be involved in the LPXTG
motif recognition (Race et al. 2009). As shown in Fig. 3, the 1227 residue (residue numbering
correspond to that of S. downei) is conserved in the SrtA sequence of several Streptococcus
species which display virulence factors, which are anchored through a LPXTG motif at their
surface. Only SrtA of S. thermophilus NDO3 possess an isoleucin at this position.
Nevertheless, this strain does not contain the prtS gene. Finally, a third hypothesis, but more
complicated, hypothesis to explain the release of PrtS in the extracellular medium of the strain
4F44 implies a deficiency of both maturation and anchoring of the protease. Indeed, if the two
soluble forms of PrtS which have been observed in the extracellular medium of the strain
4F44 did not contain the signal peptide, showing that the secretion of PrtS and the
concomitant cleavage of the signal sequence have occurred, the presence of a mature and
immature form of PrtS implies that the maturation of the protease was not correctly achieved.
In S. pyogenes, it has been shown that the maturation and the correct exportation of the
protease SpeB, a cystein protease, need the product of ropA gene, encoding a peptidyl-prolyl
cis-trans isomerase (PPlase) named trigger factor (Lyon & Caparon, 2003). In a mutant ropA",
the protease is not secreted while in a mutant where the central part of ropA has been deleted
in phase, the protease SpeB is secreted but not correctly maturated, showing that maturation
and secretion are linked. It has been proposed that during the translation of speB message, the
trigger factor which is bound to the ribosome, binds to the nascent polypeptide and catalyzes
through its central domain the isomerization of the peptide bond preceding a prolyl residue,
located at the position 78 in the prodomain. Such an isomerization is thought to be essential
for stabilizing the preproprotease in a secretion-competent conformation targeted to the sec
pathway. Knowing that proteins with propyl-peptidyl isomerase domain are present in the

four sequenced genomes of S. thermophilus, the maturation of proteins like PrtS might require
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such an activity, and its partial deficiency might lead to an imperfect conformation affecting

the maturation and perhaps the correct anchoring of PrtS by SrtA too.

5. Conclusion

This work reports for the first time, the presence of an extracellular soluble form of PrtS in

S. thermophilus. Whatever the mechanism by which PrtS is released in the extracellular

medium of the strain 4F44could impact the techno- or biofonctionnal properties of the final

products.
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Figure Captions

Figure 1. Detection of extracellutar proteolytic activity of S. thermophilus 4F44 in the LM17
medium by SDS-PAGE zymogram analysis (a) and by using a chromogenic substrate (b).

a. RP: released proteins. M: molecular mass standard. The positions of the protease of 170,
154 are indicated with an arrow.

b. Proteolytic activity (expressed in Arbitrary Units) was determined during the growth of the
strain 4F44 using the chromogenic substrate Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA. The growth of the
strain 4F44 was followed by measuring the pH of culture medium.

Figure 2. Alignment of different parts of the protease PrtS of S. thermophilus 4F44 (accession
number GenBank: ADB77872.1), CNRZ385 (accession number GenBank: AAG09771.1),
LMD-9 (accession number NCBI Reference Sequence: YP_820283.1), Jim 8232 (GenBank:
ACL98068.1) and of S. suis (accession number NCBI Reference Sequence: ZP_03625833.1).

(___): Signal sequence (position 1 to 35); (_____.) Propeptide (position 36 to 144 for the strains

CNRZ385 and 4F44, and 36 to 176 for the strains LMD-9 and JIM8232); (___ ) Mature
protease (position 145 to 1585 for the strains CNRZ385 and 4F44 , and 177 to 1618 for the
strains LMD-9 and JIM8232).

Figure 3. Alignement of the sequence of SrtA of S. thermophilus 444 (gb ADB77873.1),
S. thermophilus LMD-9 (gb ADQ63270.1), S. thermophilus NDO03_ (gb ABJ66440.1),
S. vestibularis FO396 (gb EFQ59413.1), S salivarius SK126 (gb EEK09930.1), S downei (gb
EFQ57397.1), S. pyogenes NZ131 (gb ACI61212.1), S. agalactiae NEM316 (gb
EAQ71811.1), S. dysgalactiae subsp. equisimilis GGS_124 (ref YP_002996626.1), S. equi
subsp. equi 4047 (ref YP_002746474.1), S. sobrinus (dbj BAG82878.1), S mutans NN2025
(ref  YP 003484846.1), S. gallolyticus UCN34 (ref YP 003429737.1), S. ferus
(dbjBAIS0581.1), S. suis (dbjBACS56211.1), S. criceti (dbjBAI50579.1) and S. uberis 0140J

(ref YP_002562210.1). Substitutions existing between SrtA of strains 4F44 and LMD9 are

indicated in bold characters. Substitutions existing between SrtA of strains 4F44 and NDO3
are indicated in boxed characters. The residues which belong to the active site are underlined
in light gray while those belonging to the catalytic triad in dark gray. The residues which have
been proposed to be important for recognition of the LPXTG motif (Race et al., 2009) are
indicated by one point. One of them, the residue 227, which differs between the SrtA
sequence of the strain 4F44 and that of the strain LMD9 and other Streptococci is also
indicated in boxed characters and highlighted in gray. Residue numbering corresponds to that

of S. downei
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Figure 2
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JIM8232 SLSSPNQEKQ VTQLPNTGEN DTR YYLVLGV IIGLGTLLVS KRRHKEEV
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Table 1. Characteristics of S. thermophilus strains used in this work.

S. thermophilus ~ origin Presence (+) or Presence (+) or absence (-) Type of prtS
strains absence of the of a proteolytic activity in  allele present in
prtS gene (Galia  the Released Protein (RP) the strain
et al., 2009) fraction (This work)
L-strains
CNRZ21 Yoghurt - -
CNRZ307 Cheese - -
M-strains
CNRZ1066 Yoghurt - -
PB18O Cheese + - LMD-9
ATE11PB6 Yoghurt + - LMD-9
ST19 Yoghurt + - LMD-9
PB5 Yoghurt - -
HAD8a Yoghurt + - LMD-9
CNRZ445 Cheese + - ND
ST20 Yoghurt + - ND
CNRZ160 Yoghurt - -
ST14 Yoghurt - -
CNRZ407 Yoghurt + - ND
CNRZ404 Yoghurt + - ND
HAD17 Yoghurt + - ND
CNRZ308 Cheese + - ND
CNRZ302 Cheese - -
pasteurized
ATCC19258 milk + - ND
H-strains
ST85 Cheese + - ND
ST80 Cheese + - ND
ST88 Cheese + - ND
ATE19PB8 Yoghurt + - ND
ST87 Cheese + - ND
PB18 Cheese + - ND
Y4 Yoghurt + - ND
LMD-9 Yoghurt + - LMD-9
4F44 Cheese + + 4F44 (This work)
PB302 Yoghurt + - LMD-9
PB385 Yoghurt + - LMD-9
CNRZ391 Yoghurt + - ND

L-, M- and H- strains designate strains having Low, Medium and High acidifying capacities
in milk, respectively (Galia, Perrin, Genay, & Dary, 2009). The type of prtS allele which is
present in the strains PB18O, ATE11PB6, ST19, HAD8a, PB302 and PB385 was previously
determined (Galia, Perrin, Genay, & Dary, 2009). ND : No Determined.
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Table 2. Primers used in this work

Primer Sequence (5°-3’) Target Annealing Source
gene Temperature

Prt For TACGGTGAATGGTTTAACG prtS 58°C (Galia et al.,

2009)

Prt Rev AATTACTTTACTACCAACCG

Style 1 CCAACAACAAGGCACTCATTA

Style 2 GTTGAGTTGTTTCTACTTCTGT

Style 3 ACTAAGGTGGAAGCAACTGTT

Style 4 ATTGTCCAGCGACTGGTTGT

Style 5 CAGCTGGTAATGATGGAACAT

Style 6 CCAACTTGAAAAATCTGAAAGAA

Style 7 CAATTCCATCTGTCTTCATTC

Style 8 CCGTTGTTAATTGTGTTGAGT

Style 9 GTTTATATTTGACTGGCGAAG

Style 10 GTCTTGATCGCAGAGTCAG

Style 11 GAACCTGTTACAGCACAGC

Style 12 GCTGGACGAGGGTTAAATG

Style 13 GTTCCAGGTGCAGCAGTACA

Style 14 ACCAAATGGTAGCTTAAGAACG

Style 15 TCAGTCACCGATGAAACAGG

Style 16 ATAGGCAGTTTGAAGTTCTGG

Style 17 ACTTGCAAACCAGTCAAATGTTA

Style 18 CGCTGCTTCAACTGCCTGG

Style 19 GCAGCGAAAGCCAACTTAGA

Style 20 TTCCTTGTGACGTCGTATGC

Style 1-1 ACAAATTCATGCCGTTCATAAG

Style 1-2 TTGTCGGCATCGCAAGTATAT

Style 20-1 ATTCAGAGCATGTACCGATAG

Style 20-2 TGATCTGAGAACATAAGGGTC

Forl CGGACGGTGATTTTCACGTA SrtA 55°C This work

Revl CCCAGATGGGTTCTCAAAAA

For2 TATCAGAAGCCCCAGCGATA

Rev2 TCAAGGGGTTAAGGTCATGC
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Chapitre 3
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Les résultats présentés dans les chapitres précédents ont permis de mettre en évidence une
situation originale, a savoir, la présence chez certaines souches de St. thermophilus d’un gene
prtS apparemment fonctionnel mais peu ou pas exprimé. Ces souches présentent par ailleurs,
des capacités acidifiantes en lait plus faibles que les souches qui expriment fortement PrtS.
Cette différence n’est pas attribuable a un dysfonctionnement de I’activité de 1’uréase. Ces
résultats posent les questions suivantes :

1. A quel taux le gene prtS est-il transcrit chez les souches qui le possedent mais qui

expriment peu ou pas la protéase ?

2. D’autres geénes du métabolisme azoté, appartenant ou non au méme régulon, sont-ils

exprimés différemment également ?

Pour répondre a ces questions, nous avons entrepris d’étudier I’expression du geéne prtS et
de genes intervenant directement ou indirectement dans le métabolisme azoté, pour la
plupart. Certains de ces genes pourraient appartenir au régulon CodY. L’expression de ces
genes a €té entreprise chez deux souches, la souche PB302 et la souche PB180O, qui

possedent toutes deux le méme allele prtS.

1. Etude de la croissance de St. thermophilus PB302 et PB180O en

lait et en milieu M17

La croissance des souches PB302 et PB180O (Figure 12 et 13) a été suivie en milieu
M17 et lait a 42°C, par mesure de pH et détermination de la densité cellulaire. Si les deux
milieux contiennent du lactose comme source de carbone, la source azotée n'est pas accessible
aussi facilement en milieu lait. En effet, le lait est pauvre en peptides et acides aminés libres et
riche en protéines, alors que le milieu M17 est riche en peptides et acides aminés (hydrolysat
de caséine, de viande, de soja, extrait de levure) (Tableau 8) (Terzaghi et Sandine, 1975).

En milieu M17, les deux souches possédent une croissance similaire (Figure 12). Le
temps nécessaire pour passer d'un pH extracellulaire de 6 a un pH extracellulaire de 5 est
sensiblement le méme pour les deux souches (proche de 50 minutes) et la D.O. maximale
atteinte en fin de phase exponentielle est de 3,6 pour la souche PB302 et de 3,4 pour la souche
PB180O. Cependant, le temps de génération apparait légerement inférieur chez la souche

PB302 (20 min contre 23 min pour la souche PB180O).
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Figure 12 : Suivi de croissance de St. thermophilus PB180 et PB302 en milieu M17 par
détermination de la densité cellulaire (mesure de DO a 650 nm) « A » et mesure du pH
extracellulaire « B » (PB302 —ll—; PB18O—4—)
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Figure 13 : Suivi de croissance en lait de St. thermophilus PB180 et PB302 par
détermination de la densité cellulaire (mesure de DO a 480 nm) « A » et mesure du pH

«B» (PB302 —l— PB18O—49—)
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En lait, les différences de croissance entre les deux souches sont nettement plus
marquées (Figure 13). La D.O. maximale atteinte a la fin de la phase exponentielle par la
souche PB180O est de 3,3 contre 5,8 pour la souche PB302. Enfin, le temps nécessaire pour
passer d’un pH extracellulaire de 6 a un pH extracellulaire de 5 est de 86 min pour la souche

PB302 contre 122 min pour la souche PB180O.

2. Expression de la protéase PrtS au cours de la croissance des

souches PB180O et PB302

2.1. Expression de la protéase PrtS au cours de la croissance des souches
PB180O et PB302 en milieu M17

2.1.1. Suivi de P’activité protéolytique de surface au cours de la croissance des souches

PB180O et PB302 en milieu M17

L’activité protéolytique de surface a été quantifiée sur les cellules bactériennes
viables. Il est a noter que si cette activité résulte de celle de PrtS, seule protéase de paroi a
avoir été identifiée jusqu’a présent chez St. thermophilus, nous ne pouvons formellement
exclure qu’il puisse y avoir une autre activité protéasique. Au cours de la croissance des deux
souches, des prélevements ont été réalisés toutes les 30 minutes, les cellules, récupérées par
centrifugation, ont été remises en suspension, apres lavage, dans un tampon Tris-HCI
(100 mM, pH7) a une concentration cellulaire finale constante (DO ¢s0 nm = 1) en présence
d’un substrat synthétique (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pna) pendant 1h30 a 37°C. Apres incubation,
les cellules ont été éliminées par centrifugation, et 1’absorbance du surnageant déterminée a
410 nm. 1l est a préciser qu’avant de réaliser cette étude, nous avons réalisé un témoin afin de
nous assurer que la/les protéase(s) de paroi responsable(s) de 1’activité observée reste(nt) bien
ancrée(s) a la paroi et que les bactéries mises en suspension dans le tampon en présence de
substrat ne présentent aucune lyse. Pour cela, les bactéries ont été placées dans le méme
tampon que précédemment mais dépourvu du substrat synthétique. Apres 1h30, les cellules
bactériennes ont été éliminées par centrifugation et le substrat synthétique ajouté au
surnageant. Aprés 1h30 d’incubation a 37°C, aucune absorbance a 410 nm n’a été détectée,
montrant que la protéase PrtS, et éventuellement la ou les autre(s), reste(nt) bien ancrée(s) a la

paroi dans les conditions utilisées. De plus, dans le surnageant, une activité peptidasique
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pouvant provenir de peptidases intracellulaires qui auraient été libérées lors de la lyse
bactérienne, a €té recherchée a 1’aide d’un autre substrat synthétique (Lys-pNa) et non
détectée.

Apres 1h de croissance, une 1égere activité a été observée dans les deux souches. Elle
est de 0.07 UA chez la souche PB302 contre 0.04 UA chez la souche PB18O (Figure 14).
Dans le cas de la souche PB180, I’activité augmente 1égerement entre 1 et 2,5 h de croissance
pour atteindre son maximum a 0.08 UA, puis diminue pour atteindre apres 6h30 de croissance
une valeur tres faible inférieure a 0.01 UA et étre nulle apres 7h de croissance. Dans le cas de
la souche PB302, I’activité atteint son maximum (0.21 UA) apres 2h de croissance et reste
relativement stable durant la phase exponentielle pour chuter fortement en début de phase
stationnaire, pour atteindre apres 6h de croissance, une valeur tres faible de 0.02 UA
(Figure 14). Ainsi, la souche PB180O possede une activité protéolytique de surface faible
durant la phase exponentielle de croissance ce qui contredit les résultats obtenus par
zymographie. Cela pourrait provenir d’altérations de la protéine survenues lors de sa
récupération. En effet, pour la détection de son activité par analyse zymographique, la
protéase a été récupérée apres sonication des cellules bactériennes dans un tampon phosphate
(50 mM, pH7) contenant 10% de SDS. Il n’est pas exclu que dans ces conditions, certaines
molécules aient été altérées. L’activité protéasique étant plus faible chez la souche PB18O,
I’altération a pu alors étre suffisante pour que ’activité PrtS ne soit pas détectée, car en
dessous du seuil de détection. Néanmoins, 1’activité de PrtS chez la souche PB18O est tres

nettement inférieure a celle de la souche PB302 quel que soit le temps de croissance.

2.1.2. Quantification de I’expression de PrtS a différents stades de croissance des
souches PB180O et PB302 en milieu M17

L’expression du gene prtS a été étudiée au cours de la croissance des souches PB180O
et PB302 en milieu M17 par RT-PCR quantitative. Pour cette analyse, les ARN totaux ont été
extraits a différents stades de croissance : au début de la phase exponentielle (DOgso nm de 0,7
et pH de 6,5 et de 6,8 pour les souches PB302 et PB180) ; au milieu de la phase exponentielle
(DO¢s0 nm de 2 et pH de 6 et de 6,2 pour les souches PB302 et PB180O) ; a la fin de la phase
exponentielle/début de phase stationnaire (DOgso nm de 4 et pH de 4,7 et 5,1 pour les souches
PB302 et PB18O) et en phase stationnaire (2h apres le début de la phase stationnaire, pH de
4,5 et de 4,6 pour les souches PB302 et PB180O). A ces quatre points de prélevement,

I’activité protéolytique de surface des deux souches a été déterminée (Tableau 14).
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Figure 14 : Suivi de croissance par détermination de la densité cellulaire (mesure de DO
a 650 nm) « A », par mesure du pH « B » et suivi de ’activité protéolytique de surface

(C) chez St. thermophilus PB302 () et PB180O (—9—) cultivées en milieu M17

La quantification de I’activité protéolytique a été réalisée en triplicat par mesure de I’absorbance a 410 nm apres
incubation des cellules en présence de 2 mM du substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pna.
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Tableau 14 : Activité protéolytique de surface des souches St. thermophilus PB302 et

PB180O a différents temps de croissance en milieu M17

Souche Activité protéolytique de surface retrouvée en milieu M17 (Abs. 2 410 nm)
Début de phase Milieu de phase Fin de phase Phase
exponentielle exponentielle exponentielle stationnaire
(DO650 nm = 0,7) (DO650 nm = 2) (DO650 nm = 4) (DO650 nm = 4.2)
PB18O 0,03 + 0,001 0,04 + 0,001 0,01 + 0,002 0,001 = 0,0001
PB302 0,21 + 0,01 0,21 + 0,004 0,08 + 0,002 0,03 £ 0,001

Comme précédemment, 1’activité protéolytique observée dans le cas de la souche PB302 est
supérieure a celle de la souche PB180 aux différents temps de croissance testés. Apres rétro-
transcription des ARN extraits, un ADNc spécifique du gene prtS a été recherché par PCRq
en utilisant des amorces spécifiques (Prtsquantforprim et Prtsquantrevprim) (Tableau 13
matériels et méthodes). Seuls 3 des 4 temps de croissance ont pu étre analysés par RT-PCR

quantitative, en raison de la mauvaise qualité des ARNm extraits en phase stationnaire.

Dans le but de valider le Ct (Threshold Cycle) de chaque échantillon, la réaction a été
réalisée en triplicat et I’ensemble du travail de PCRq a été réalisé en double. Une moyenne et
un écart type ont été déterminés. Seul un ratio d’expression supérieur a 2,0 ou inférieur a 0,5
et observé dans les deux expériences indépendantes sera considéré dans la suite de nos
analyses. Pour normaliser la quantité d’ADNc présents dans chaque échantillon, le niveau de
transcription du gene prtS a été comparé a celui du gene codant le facteur sigma (070/032),
utilis€ comme référence. Ce gene est supposé étre exprimé a toutes les phases de croissance
puisqu’il contrdle les fonctions de ménage chez les bactéries. Il a cependant été retenu apres
avoir comparé son expression a celle de deux autres génes souvent utilisés comme genes de
référence : les génes gyrA et murE (Tableau 15). Ces deux geénes codent respectivement la
sous-unité A de la gyrase et une protéine appartenant a la famille Mur (protéine qui possede
un domaine spécifique de ligase). Il a ainsi été observé que le niveau d’expression du gene
070/032 est similaire quel que soit le temps de culture pour les deux souches. Si de petites

variations d’expression entre deux points sont observées, elles peuvent €tre attribuées a des
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variations de la quantité initiale d’ADNc placée dans chaque réaction. D’ailleurs des
variations se retrouvent aussi avec les deux autres genes de référence testés (Tableau 15).

Elles ont donc été tolérées.

Tableau 15 : Récapitulatif des valeurs de Ct des genes ¢ 70/32, gyrA et murE obtenues
par PCRq a partir des ADNc des souches PB302 et PB18O cultivées en milieu M17

Souche Phase de la croissance o 70/32 gyrA murE

Début de phase exponentielle 16,8 17,5 18,5
(DO650 nm = 0’7)
PBI80  Milieu de phase exponentielle 164 16,8 17,7
(DO650 nm = 2)
Début de phase stationnaire 17,7 18,3 18,8
(DO650 nm=4)
Début de phase exponentielle 15,7 15,7 16,9
(DO650 nm— 0’7)
PB302  Milieu de phase exponentielle 153 155 16,2
(DO650 nm = 2)
Début de phase stationnaire 174 179 17,9
(DO650 nm = 4)

Si le niveau d’expression de prtS au cours de la croissance de la souche PB18O
apparait constant (Tabeau 16), il semble augmenter d’un facteur 2 en fin de phase
exponentielle dans le cas de la souche PB302 (Tableau 16). Cette augmentation apparait
contradictoire avec le niveau d’activité protéolytique observé. En effet, en début de phase
stationnaire, cette activité diminue significativement chez cette souche (Tableau 14). Deux
hypotheses, qui ne s’excluent pas forcément I’une de 1’autre, peuvent rendre compte de ce
résultat. La premiere implique que malgré I’augmentation du niveau de transcription de prtS,
le niveau de traduction n’augmente pas, suite a un contrdle de celui-ci. La deuxieéme implique
que la chute du pH extracellulaire qui a lieu en phase stationnaire de croissance inactive

I’enzyme comme cela a été observé chez la souche 4F44 (voir chapitre 2).
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Tableau 16 : Evolution des taux” d’expression du géne prtS au cours de la croissance des
souches PB302 et PB18O en milieu M17

Souche Phase de la croissance prtS
Milieu/début de phase exponentielle 1,40 £ 0,07
PB18O (1,44 1,35)
Début de phase stationnaire/milieu de phase 0,41 £0,42
exponentielle (0,11;0,71)
Milieu/début de phase exponentielle 0,91 £0,44
PB302 (0,60 ; 1,22)
Début de phase stationnaire/milieu de phase 2,15+0,14
exponentielle (2,06 ; 2,25)

* La moyenne et I’écart type déduits des taux obtenus pour les deux expériences indépendantes sont présentés
ainsi que les valeurs des taux obtenus pour chacune des expériences (voir entre parentheses). Les taux indiqués
en caracteres gras et rouges correspondent a ceux qui ont été considérés comme significatifs et donc pris en
compte dans I’analyse.

Bien que pour un des 3 temps de croissance testés, les résultats obtenus ne soient pas
significatifs, il semble néanmoins que le gene prtS soit davantage exprimé chez la souche
PB302 puisque supérieur d’un facteur 4 et 7 a celui de la souche PB180O en début et fin de
phase exponentielle (Tableau 17). Ce résultat est cohérent avec le niveau d’activité de

I’enzyme observée chez cette souche (Tableau 14).

Tableau 17 : Comparaison des niveaux” d’expression du géne prtS entre les souches
PB302 et PB180O en milieu M17

Phase de croissance Expression de prtS
(PB302/PB180)
Début de phase exponentielle 4,03 +£0,73
(DOGSO nm = 0’7) (4,55 5 3,51)
Milieu de phase exponentielle 2,53 +£0,92
(DO650nm:2) (1,88 5 3,18)
Début de phase stationnaire 7,47 £ 3,76
(DO¢s0 nm = 4) (4,82 5 10,13)

* La moyenne et I’écart type déduits des taux obtenus pour les deux expériences indépendantes sont présentés
ainsi que les valeurs des taux obtenus pour chacune des expériences (voir entre parentheses). Les taux indiqués
en caracteres gras et rouges correspondent & ceux qui ont été considérés comme significatifs et donc pris en
compte dans 1’analyse.
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2.2. Quantification de I’expression de la protéase PrtS au cours de la

croissance des souches PB180O et PB302 en milieu lait

Afin de déterminer si la différence d’expression de PrtS observée entre les souches
PB180O et PB302 en milieu M17 était également observable au cours de leur croissance en
milieu lait, I’activité protéolytique de surface et I’expression du gene prtS ont été déterminées
en début (pH extracellulaire de 6) et milieu de phase exponentielle (pH extracellulaire de 5,3).
Cette étude n’a pas pu étre réalisée en phase stationnaire, en raison de la coagulation du lait
qui a lieu suite a la chute de pH du milieu extracellulaire et qui géne a la récupération des
cellules et a I’obtention d’ARNm de qualité suffisante. Comme cela est présenté dans le
tableau 18, I’activité protéolytique observée chez les 2 souches cultivées en lait apparait plus
importante qu’apreés croissance en milieu M17, et ce, pour une méme biomasse. Comme
précédemment, 1’activité protéolytique détectée chez la souche PB302 reste significativement

supérieure a celle de la souche PB180O.

Tableau 18: Activité protéolytique de surface retrouvée chez les souches

St. thermophilus PB302 et PB18O cultivées en lait

Souche Activité protéolytique de surface retrouvée en lait (Abs. a 410 nm)
Début de phase exponentielle Milieu de phase exponentielle
(pH = 6) (pH =5.3)
PB18O 0,12 £ 0,04 0,21 +£0,03
PB302 0,41 £ 0,08 0,52 £ 0,02

Aux deux temps de croissance testés, les ARNm ont été extraits et rétrotranscrits.
Comme précédemment, pour valider le Ct de chaque échantillon, chaque réaction a été
réalisée en triplicat et I’ensemble du travail de PCRq a été réalisé en double a I’exception du
prélevement réalisé a pH 6 pour la souche PB180. Une moyenne et un écart type ont été
déterminés pour chaque ratio a partir des résultats de ces deux expériences. Comme

précédemment, seul un ratio d’expression supérieur a 2,0 ou inférieur a 0,5 et observé dans les

deux expériences indépendantes sera considéré dans la suite de nos analyses. Le gene 070/32
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a été validé comme gene de référence, apreés avoir comparé son niveau d’expression a celui

des deux autres genes de référence testés dans le cas précédent : gyrA et murE (Tableau 19).

Tableau 19 : Récapitulatif des valeurs de Ct des genes 670/32, gyrA et murE obtenues
par PCRq a partir des ADNCc issus des souches PB302 et PB18O cultivées en milieu lait

Souche Phase de croissance 670/32 gyrA murE
Milieu de phase exponentielle 15,8 16,0 17,8
PB180O (pH=5,3)
Début de phase exponentielle 20,2 21,8 23,4
(pH=6)
Milieu de phase exponentielle 17,8 18,0 18,6
PB302 (pH=5,3)
Début de phase exponentielle 17,5 17,0 17,8
(pH = 6)

En milieu lait et pour les 2 temps de croissance testés, I’expression du geéne prtS apparait
similaire chez les deux souches (Tableau 20). Par contre, comme en milieu M17, I’expression
du gene prtS est plus importante chez la souche PB302 (7 fois plus de transcrit prtS en début
de croissance a pH 6 et 5,7 fois plus a pH 5,3, Tableau 21).

Tableau 20 : Taux d’expression du gene prtS au cours de la croissance des souches

PB302 et PB18O* en lait

Souche Phase de la croissance Expression de prtS

PB180O milieu/début de phase 0,53
exponentielle

PB302 milieu/début de phase 0,43 £0,26
exponentielle (0,25;0,61)

* Pour des raisons techniques le point pH 6 (début de la phase exponentielle) en lait n’a pas été reproduit chez la
souche PB180.

La moyenne et I’écart type déduits des taux obtenus pour les deux expériences indépendantes sont présentés
ainsi que les valeurs des taux obtenus pour chacune des expériences (voir entre parentheses).
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Tableau 21 : Comparaison des niveaux d’expression du géne prtS entre les deux souches

étudiées (souche PB302/souche PB180%*) cultivées en lait

Phase de croissance Expression de prtS
(PB302/PB180)
Début de phase exponentielle (pH = 6) 7,01
Milieu de phase exponentielle (pH = 5,3) 5,70 £ 3,33

(3,35 ; 8,06)

*Pour des raisons techniques le point pH 6 en lait n’a pas été reproduit chez la souche PB18O.

La moyenne et ’écart type déduits des taux obtenus pour les deux expériences indépendantes sont présentés
ainsi que les valeurs des taux obtenus pour chacune des expériences (voir entre parentheses).Les taux indiqués en
caracteres gras et rouges correspondent a ceux qui ont été considérés comme significatifs et donc pris en compte
dans I’analyse.

3. Expression de différents genes du métabolisme azoté chez
St. thermophilus PB180 et PB302 lors de la croissance en milieu
M17 ou lait

Les principales fonctions identifiées chez les LAB comme nécessaires a une
croissance optimale dans le lait concernent la nutrition azotée. Bien que les données
concernant St. thermophilus soient plus rares, il est probable que la situation soit similaire.
En effet, comme toutes les LAB, St. thermophilus est auxotrophe pour plusieurs acides
aminés et doit donc les trouver dans le milieu extérieur sous la forme d’acides aminés ou de
peptides que la bactérie internalisera. Le lait étant un milieu pauvre en acides aminés libres et
en peptides, la bactérie doit donc les générer a partir des protéines du lait. Ayant montré
précédemment, que les souches PB180O et PB302 n’ont pas la méme croissance dans le lait et
expriment différemment la protéase PrtS, nous avons étudié 1’expression d’autres genes du
métabolisme azoté, essentiellement, afin de déterminer si la situation rencontrée avec le géne
prtS pouvait s’appliquer a d’autres genes. Ainsi, ’expression de 13 autres genes a été étudiée
au cours de la croissance des deux souches en milieu M17 et lait. Il s’agit de régulateurs du
métabolisme azoté, de transporteurs de peptides, de génes codant des peptidases, des genes
impliqués dans la syntheése d’acides aminés branchés ou dans le métabolisme des glucides

(Tableau 22).
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Les deux régulateurs étudiés sont le produit du gene codY et du gene relA. Celui-ci
code I’enzyme qui permet la synthese de (p)ppGpp a partir du GTP. Il s’agit d’une alarmone
nécessaire a la mise en place de la réponse stringente, suite a des carences nutritionnelles ou
lors d’un stress acide comme chez Lc. lactis (Rallu et al., 2000, 1996), situation rencontrée
lors de I’entrée en phase stationnaire chez St. thermophilus. Le régulateur CodY a été
sélectionné, quant a lui, pour deux raisons. Tout d’abord, un motif de fixation de CodY a été
détecté en amont du gene prtS (voir chapitre 1), et également d’autres genes sélectionnés pour
cette étude (Tableau 22). Ensuite, CodY est un régulateur transcriptionnel qui est présent dans
plusieurs especes de bactéries 2 Gram" aux génomes 2 bas pourcentage en bases G et C et qui
chez Lc. lactis réprime la transcription d’une dizaine de geénes en réponse a la richesse du
milieu en acides aminés ramifiés et/ou GTP (Guédon et al., 2001a, 2001b; den Hengst ef al.,
2005a, 2005b; Serror et Sonenshein, 1996). En outre, des expériences de retardement sur gel
ont récemment montré que la protéine CodY de St. thermophilus est capable de se fixer sur les
promoteurs de 14 genes appartenant au systeme protéolytique (prtS, amiAl, pepA, pepS,
pepN, pepC, pepB, pepQ, pepV, pepT, pepM, pepX, pepP et pepO) ce qui suggere que CodY
de St. thermophilus pourrait jouer un rdle similaire a son homologue de Lc. lactis (Liu et al.,
2009).

Concernant les systemes de transport de peptides, I’expression du systeme Ami et du
gene dipt ont été étudiées. Le choix du premier est incontournable car le systtme Ami est le
seul systeme de transport d’oligopeptides caractérisé chez cette espece (Garault et al., 2002).
Aucun systeme de transport de di-tripeptides n’a été caractérisé chez St. thermophilus, mais
I’analyse d’un triple mutant amiA1/A2/A3 a révélé la présence d’au moins un systéme
impliqué dans le transport de dipeptides (Garault et al., 2002). Un systeme de transport
proton-dépendant, homologue a DtpT de Lc. lactis (Bolotin et al., 2004; Hols et al., 2005),
étant présent sur les génomes des souches CNRZ1066, LMG18311 et LMD-9, il a été retenu

pour notre étude.
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Tableau 22 : Génes dont ’expression a été étudiée au cours de la croissance des souches

PB18O et PB302

Opéron® Gene Pourcentage d’identité entre Boite CodY* Distance/ATG®
(STER_#)"  PB302 et LMDY*

Gene Protéine

ackA(1834) 99 99 GGAAATCAGATAATT -66

amiAl(1409) 99 98 ATTATTCTGAAAAAT -106

amiC(1408) 99 100

amiD(1407) 100 100

/AlCDEF
am = amiEQ406) 100 100

amiF(1405) 100 100

amiA3(1411) 100 100 AATTTTCTGATAAAA 63

bcaT(0635) 99 99 AATTGTCAGAATTTT 75

codY(1599) 100 100 AATTTTCAGACAATT 117

dipT(0984) 99 99

ilvC(1848) 100 100 AATCGTCAGATTGAT 342

ilvD(1851) 99 98 GAATTACAGAAATAT -88
ilvDBN ilvB(1850) 100 100

ilvN(1849) 100 100

Ldh(1257) 100 100

livJ(0398) 100 100 AATTTTCTGATAATT -50

livH(0399) 99 99

livM(0400) 100 100

livJHMGF
e livG(0401) 100 100

livF(0402) 100 100

pepC(0276) 100 100 AATTTTCAGAAATTA -42
pepN(1012) 100 100 AAATATCAGTCTGTT -34
pepX(1633) 99 100 ATATTTCTGGAATAT -28

relA(0200) 99 99

La séquence et la localisation d’un éventuel motif de fixation de la protéine CodY sont indiquées.

*: Dans le cas des opérons, seule I’expression du géne souligné a été quantifiée par PCR en temps réel.

®: Position du géne concerné sur le génome de St. thermophilus LMD-9.

‘. Pourcentages d’identité calculés au niveau nucléotidique et protéique (déduit 2 partir de la séquence
nucléotidique) a ’aide du programme « ClustalW ».

4 les résidus qui different de la séquence consensus (AATTTTCWGAAAATT), mise en évidence par Den
Hengst et al., (2005) chez Lc. lactis sont en gras (W = A ou T).

¢ : position relative en paires de bases par rapport 2 I’ ATG du géne correspondant (ou du premier géne de
I’opéron), - en amont, + en aval.
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Concernant les peptidases intracellulaires, nous avons choisi d’étudier 1’expression de
trois genes (pepC, pepN et pepX), codant pour trois peptidases dont deux aminopeptidases
générales PepN et PepC déja caractérisées chez St. thermophilus (Chapot-Chartier et al.,
1994; Chavagnat et al., 1999). La peptidase PepX (une X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidase)
a été étudiée en raison de sa capacité a hydrolyser les séquences riches en résidus prolyl
(Anastasiou et al., 2002; Tsakalidou et al., 1997), la fraction casé€inique qui représente 80%
des protéines du lait contenant de nombreux résidus prolyl.

Il a été montré que la voie de biosynthese des acides aminés branchés (BCAA pour
Branched-Chain Amino Acid) est essentielle pour la croissance de St. thermophilus dans le
lait (Garault et al., 2000), la quantité de BCAA présente dans le lait ne suffisant pas a une
croissance optimale. St. thermophilus possede I’ensemble des genes intervenant dans la
synthese des BCAA dont le géne bcaT qui a fait I’objet d’analyse dans notre étude. Ce gene
code une amino-transférase intervenant dans la biosynthése des BCAA a partir des deux
précurseurs, le cétoisovalérate et le cétométhylvalérate (Figure 15). Concernant les voies de la
production du cétoisovalérate et du cétométhylvalérate, nous avons étudié I’expression des
genes ilvB et ilvC codant respectivement 1’ alpha-acétolactate synthétase (IlvB) et la céto-acide
réducto-isomérase (IlvC) (Figure 15). Ces deux geénes ont été choisis car une absence totale de
croissance des mutants ilvB et ilvC de St. thermophilus a été détectée en milieu chimiquement
défini (MCD) sans lIle, Leu et Val. A l'inverse, en présence des 3 BCAA, le taux de
croissance obtenu est similaire a celui de la souche sauvage (Garault et al., 2000). Ces
résultats montrent donc que St. thermophilus est capable de synthétiser mais aussi de capter
ces acides aminés dans I’environnement. Il s’agit d’un transport actif dont 1’énergie est
fournie par I’ATP. Des études in silico ont révélé la présence d’un systeme de transport
fonctionnel (livJHMGF) homologue au systeme [iv de St. pneumoniae qui est impliqué dans
le transport des acides aminés branchés (Hols et al., 2005). Aussi, nous avons choisi d’étudier

I’expression de I’opéron livJHMGF chez St. thermophilus.
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Figure 15 : Catabolisme du pyruvate par St. thermophilus selon Hols et al., (2005) et
Garault et al., (2000)

Enzymes catalysant potentiellement les différentes voies métaboliques : LdH : lactate déshydrogénase ; PtA :
phosphate acétyltransférase ; AckA : acétate kinase ; PfL : pyruvate-formate lyase ; AldB : a-acétolactate
décarboxylase ; IlvBN : acétolactate synthétase; IlvC : céto-acide réducto-isomérase; IlvD : acide
dihydroxydeshydratase ; AT : Aminotransférase des acides aminés a chaine ramifiée ; LeuA : isopropyl malate
synthase ; LeuB : isopropyl malate deshydrogénase; LeuC : isopropyl malate deshydratase; AcoABCL :
complexe acétoine deshydrogénase. Glycolyse : FBP : fructose diphosphate ; PfK : 6-phosphofructokinase ; PyK
: pyruvate kinase. Voie de Leloir : GalM : aldose 1-épimérase ; GalK : galactokinase ; GalT : galactose 1-
phosphate Uridylyltransférase ; GalE1 : UDP-glucose 4-épimérase. Les produits finaux de la fermentation du
pyruvate détectés dans des conditions aérobies (+0O,) ou anaérobie (-O,) sont soulignés.

St. thermophilus est une bactérie homofermentaire qui produit majoritairement du L-
lactate (plus de 95% des produits finaux). Elle est également capable de produire de petites

quantités de produits alternatifs tels que I’a-acétolactate (a-AL), I’acétoine, I'acétaldéhyde, le
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formiate et 1'acétate (Ott et al., 2000; Perez et al., 1991; Tinson et al., 1982). Trois enzymes
impliquées dans 1’utilisation du pyruvate sont détectées chez St. thermophilus : la L-lactate
déshydrogénase (LdH), la pyruvate-formiate lyase (PfL et son enzyme activatrice PflA) et
I’alpha-acétolactate synthétase (AIS) (Hols et al., 2005). La L-lactate déshydrogénase catalyse
la conversion du pyruvate en L-lactate et permet 1’oxydation du NADH produit pendant la
glycolyse, en NAD" (Figure 15). Son inactivation est probablement Iétale pour la cellule et ce
probablement en raison de 1’absence d’une voie alternative pour la régénération du NAD"
(Hols et al., 2005). Pour évaluer un potentiel effet de la L-lactate déshydrogénase sur la
croissance de St. thermophilus, nous avons étudié I’expression du gene Ildh chez les deux
souches PB302 et PB180O en lait et en milieu M17.

Dans des conditions aérobies (+0;), I’acétolactate synthétase (IlvBN) et 1’alpha-
acétolactate décarboxylase (AldB) permettent d’obtenir de 1’acétoine a partir du pyruvate
(Figure 15). Nos échantillons ayant été prélevés a partir de cultures réalisées dans des
conditions anaérobies, seuls des genes codant des enzymes intervenant dans les voies
métaboliques du pyruvate en conditions anaérobies ont été retenus.

En dehors de la L-lactate déshydrogénase, le gene codant 1’acétate kinase (ackA) a été
sélectionné. Ce gene intervient dans la voie de production de 1’acétate (Figure 15). La voie qui
permet la production de formiate et d’acétate a partir du pyruvate en conditions anaérobies est
constituée des enzymes suivantes : la pyruvate formiate lyase (PFL), la phosphotransacétylase
(PtA) et I’acétate kinase (AckA) (Figure 15). La pyruvate formiate lyase (PFL) qui catalyse le
clivage non oxydatif du pyruvate en formiate et en acétyl-CoA (Knappe et Sawers, 1990), est
fortement induite lors de la croissance en lait de St. thermophilus (Derzelle et al., 2005).

Le formiate produit est probablement impliqué dans la biosynthese des purines. Nous avons
choisi de suivre I’expression du gene ackA et non de celui codant la phosphotransacétylase
qui nous semblait intermédiaire dans la production de I’acétate (Figure 15). L’acétate kinase
joue un double role dans la cellule. A partir de I’acétyl-CoA, ’activité phosphotransacétylase
couplée avec celle de 1’acétate kinase produisent de I’acétate qui sera excrétée. C’est un
moyen pour la cellule d’éviter I’accumulation des produits finaux du métabolisme du lactose
(par exemple pyruvate et acétyl-CoA). Cette activité peut aussi €tre une source importante

d’ATP au cours de la fermentation (Dauner et al., 2001).
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3.1. Séquencage des genes sélectionnés chez les deux souches PB18O et
PB302

Afin de s’assurer qu’aucun des genes sélectionnés pour cette étude ne présentait de mutation
pouvant expliquer sa non expression dans une ou I’autre des deux souches testées, les genes
codY, pepX, pepC, pepN, amiAlCDEF, amiA3, dtpT, livJHMGF, ilvC, ilvDBN, bcaT, ackA,
ldh et relA ont été amplifiés par PCR chez les souches PB180O et PB302 puis séquencés. Les
deux souches PB180O et PB302 ne possedent pas le gene amiA2. L’analyse des séquences
obtenues a révélé que pour chacun des genes testés, les deux souches portent le méme allele,
en incluant les régions promotrices et terminatrices (350 et 150 pb en amont et en aval de
chaque gene étudié). La présence, dans certains cas, d’une boite CodY plus ou moins
conservée en amont des genes étudiés a été détectée (Tableau 22). Les séquences obtenues
présentent des pourcentages d’identité allant de 99% a 100% au niveau nucléotidique et de
98% a 100% au niveau protéique avec leurs homologues présents chez St. thermophilus
LMD-9 (Tableau 22). Le systeme Ami est identique chez les deux souches étudiées (Tableau
22). 11 se compose des protéines transmembranaires AmiC et D, des protéines cytoplasmiques
AmiE et F (liant I’ ATP) et des protéines liant les oligopeptides AmiA1l et AmiA3. L’ordre de
ces genes est classique. Le gene codant la protéine affine aux oligopeptides (amiAl) est situé
en amont des quatre autres genes de 1’opéron amiA;CDEF. Le geéne qui code la deuxieéme
protéine affine aux oligopeptides (amiA3) ne fait pas partie de cet opéron et est transcrit
indépendamment. Le pourcentage d’identité entre les deux genes amiAl et amiA3 est
relativement élevé (86%) ce qui ne nous a pas permis de quantifier leur expression
directement en raison de I’impossibilité de dessiner des amorces spécifiques a chaque gene.
Cependant, Garault et al., (2002) ont démontré que les protéines affines (AmiA2 et/ou
AmiA3) aux oligopeptides peuvent fonctionner avec le méme systeme perméase que AmiAl.
Pour cela nous avons choisi de quantifier I’expression du systeme Ami via la quantification de

I’expression du gene amiF.
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Figure 16 : Alignement de la séquence de la protéine CodY de St. thermophilus avec les

séquences protéiques CodY disponibles dans les banques de données

St. : Streptococcus ; S : Staphylococcus ; C. : Clostridium ; E. : Enterococcus ; Lc. : Lactococcus ; B. : Bacillus

Le motif HTH est écrit en bleu.
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I1 est a noter que le régulateur CodY possede 63% d’identité au niveau protéique avec
la protéine CodY de Lc. lactis ssp. cremoris SK11 et 50% avec son homologue présent chez
B. subtilis. La plus forte identité observée entre les séquences protéiques CodY disponibles
dans les banques de données se situe dans le domaine HTH (Hélice-Tour-Hélice) (Figure 16).
C’est par ce domaine que la protéine CodY se fixe spécifiquement au motif de fixation
nucléotidique : AATTTTCWGAAAATT (Serror et Sonenshein, 1996). Le motif de fixation
de la protéine régulatrice CodY trouvé en amont du gene de St. thermophilus ressemble a

celui de Lc. lactis mis en évidence par Den Hengst et al., 2005.

Enfin, sachant que le régulateur transcriptionnel CcpA (catabolite control protein A),
interagit avec des séquences particulicres appelées cre (catabolite responsive element, (Van
den Bogaard et al., 2002; Luesink et al., 1998; Saier et al., 1996; Stiilke et Hillen, 1999), ces
séquences ont été recherchées en amont des genes connus pour étre régulés par CcpA,
notamment chez B. subtilis (opéron ilvDBN et ackA) et chez St. thermophilus (le géne ldh).
Elles ont ainsi été détectées en amont des genes Idh et ackA (Tableau 23, Figure 17), ce
dernier possede également une boite CodY. Aucun site cre n’a été détecté en amont des genes

codant des enzymes de biosynthese des acides aminés ramifiés (ilvDBN, ilvC et bcaT).

Tableau 23 : Localisation et séquence des boites cre « catabolite responsive element »
identifiées au niveau des genes potentiellement régulés par CcpA chez St. thermophilus

PB18O et PB302

Gene Séquence cre* Distance/ATG"
ackA TGAAAGCGTTTTAT -12
ldh TTAAAACGCTTTCA -100

“: les résidus qui different de la séquence consensus cre (TGNNANCGNTNNCA) identifiée chez les bactéries a
2Gram" sont soulignés ou N = A, T, G ou C (Hueck et al., 1994).
»: position relative en paires de bases par rapport 2 '’ ATG du geéne correspondant, - en amont, + en aval.
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AAATGCTCCTGAGACCTTCGTTTACCCACTTAGCGATTTGAAAAATCCAAGGGTCCTCAAGG
ATTTTACAGAGAATTTCCAAAAATGGAAATCAGATAATTCCATTTTCTAGTAAAACATGATA
GAATAGGTATATATTATTGAAAGCGTTTTATAAAGAGGTGCTTATGACAAAAACAATAGCAA
TCAATGCAGGAAGTTCAAGCTTGAAATGGCAATTATATGAAATGCCAGAAGAG

Figure 17 : Séquence de la région promotrice du gene ackA de St. thermophilus PB302 et
PB18O

La boite CodY potentielle est en caracteres bleus (la séquence consensus de la boite CodY
« AATTTTCWGAAAATT » a été mise en évidence par Den Hengst et al., 2005 chez Lc. lactis). La potentielle
boite -10 étendue du promoteur est soulignée. Le site cre et le codant start (ATG) sont indiqués en caracteres
rouges et roses respectivement. La séquence consensus de cre «catabolite responsive element »
(TGNNANCGNTNNCA) a été identifiée par Hueck et al., (1994) chez les bactéries 2 Gram® ol une différence
de deux nucléotides est autorisée dans toutes les positions sauf les deux nucléotides CG présents dans le centre.

3.2. Etude de P’expression des genes sélectionnés chez St. thermophilus

PB180O et PB302 par RT-PCR en temps réel

Les ADNc utilisés pour quantifier les transcrits prtS ont été utilisés pour quantifier les
transcrits des autres genes ou opérons sélectionnés pour cette étude : pepX, pepC, pepN,
amiA;CDEF, dipT, livJHMGF, ilvC, ilvDBN, bcaT, ackA, ldh, codY et relA (dans le cas des
opérons seule 1’expression des genes soulignés a été quantifiée par PCR en temps réel).

Dans cette expérience, comme c’était le cas pour la quantification des transcrits prtS, le gene
670/632 a été utilis€ comme gene de référence, chaque réaction a été réalisée en triplicat et
deux répétitions indépendantes ont été réalisées pour chaque milieu sauf pour le prélevement
effectué a pH 6 en lait pour la souche PB180. La moyenne de ces deux répétitions a été
déterminée. Comme précédemment, seul un ratio d’expression supérieur a 2 ou inférieur a 0,5
et observé dans 2 expériences indépendantes, exception fait pour le point pH6 de la souche

PB180 qui n’a été réalisé qu’une fois, a été€ considéré.
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3.2.1. Taux d’expression des genes sélectionnés au cours de la croissance des souches

PB180O et PB302 en milieu M17

Lorsque les taux d’expression des différents genes sont comparés entre les deux
souches (Tableau 24 ; Figures 18 et 19), il apparait que la plupart sont exprimés de manicre
similaire, ce qui était attendu et cohérent compte tenu de la similitude des courbes de
croissance des 2 souches en milieu M17 (Figure 12). Seuls quelques geénes apparaissent
exprimés différemment. Il s’agit du géne bcaT qui est moins exprimé chez la souche PB302
aux 3 temps de croissance testés, du geéne amiF (moins exprimé chez la souche PB302 en fin
de phase exponentielle) et des génes ackA et livJ qui sont plus exprimés en fin de phase

exponentielle chez la souche PB302 (Tableau 24 ; Figures 18 et 19).

3.2.2. Expression relative des genes sélectionnés au cours de la croissance des souches

PB180O et PB302 en milieu lait

Bien qu’il faille rester prudent sur I’interprétation des résultats obtenus en début de
phase exponentielle (résultats non encore reproduits), la comparaison entre les souches PB302
et PB180 des taux d’expression des geénes sélectionnés a révélé des différences plus marquées
qu'en milieu M17 (Tableau 24, Figure 20). Ainsi, en début de phase exponentielle,
I’expression de 5 génes (ackA, codY, dipT, ilvC et pepN) pourrait €tre plus importante (facteur
de 2 a 40) chez la souche PB302 (Tableau 24, Figure 20), sachant que la croissance de cette
souche est bien meilleure en lait que celle de la souche PB180O (Figure 13). Au milieu de la
phase exponentielle, presque la moitié des genes testés sont davantage exprimés chez la

souche PB302. 1l s’agit des genes ackA, cod Y, ilvB, ilvC, livJ et relA (Tableau 24, Figure 20).

Pour conclure, la différence de croissance observée entre les deux souches lorsqu’elles
sont cultivées en lait se reflete au niveau de 1’expression des genes testés qui interviennent
dans le métabolisme azoté. Si on inclut przS dans cette analyse, I’expression de 7 geénes
semble significativement augmentée chez la souche PB302 lorsqu’elle est cultivée en lait.
Compte tenu des fonctions codées par ces genes, cela pourrait expliquer, au moins en partie,

la meilleure croissance de cette souche en lait, alors que la souche PB18O, qui pourtant
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possede les mémes versions alléliques de ces genes, se développe beaucoup moins bien

(Figure 13).

Tableau 24 : Comparaison des niveaux d’expression des génes étudiés entre les deux

souches PB180 et PB302 (PB302/PB180%*) dans les deux milieux (milieu M17 et lait)

Milieu M17 Lait
Début de Milieu de Début de Début de Milieu de
phase phase phase phase phase
exponentielle | exponentielle | stationnaire | exponentielle | exponentielle
ackA 1,66 + 1,09 1,71 £0,24 2,03 + 0,04 40,79 3,62 +2,19
(2,43;0,89) | (1,54;1,88) | (2,01 ;2,06) (5,17 5 2,07)
amiF 0,80 + 0,04 0,52 +0,17 0,19 + 0,02 0,88 1,11 £0,44
(0,78 ;0,83) |(0,40;0,64) | (0,21 ;0,18) (0,79 ; 1,42)
bcaT 0,40 = 0,16 0,34 + 0,11 0,28 + 0,16 0,86 1,40 + 1,16
0,51;0,28) | (041;0,26) | (0,17 ;0,39) (0,58 ;2,22)
codY 1,21 £0,95 0,80 = 0,10 2,23 +0,60 2,43 3,92 + 0,84
(1,89;0,54) |(0,88;0,73) | (2,65;1,80) 4,52 ; 3,32)
dipT 2,76 = 2,50 1,52 +0,27 2,98 + 1,98 3,34 1,82 +1,33
(4,53;0,99) |(1,71;1,33) | (4,38;1,58) (2,76 ; 0,88)
ilvB 1,33 £0,57 1,42 + 0,06 1,43 +0,49 1,55 6,48 + 5,16
(093;1,73) |(1,46;1,38) | (1,08;1,77) (2,84 ;10,13)
ilvC 1,19 £ 0,46 1,59 + 0,46 1,90 + 0,57 2,03 4,20 + 0,73
(1,52;0,87) |(1,92;1,27) |(1,50;2,30) 4,71 ; 3,68)
ldh 0,60 £ 0,15 0,65 £ 0,24 0,86 +£0,10 0,98 1,13 £0,59
(0,70;049) |(0,82;0,48) |(0,94;0,79) (0,71 ; 1,55)
livg 1,84 £ 0,64 1,19+ 0,83 7,28 + 2,62 0,91 2,71 £ 0,06
(2,29;1,39) |(1,77;0,60) | (543;9,13) (2,66 ; 2,75)
pepC 2,31 +1,21 1,27 £ 0,48 1,54 + 0,91 0,65 2,25+1,92
(3,16;1,45) ](0,94;1,61) |(0,90;2,19) (0,90 ; 3,61)
pepX 1,23 £ 0,21 1,09 + 0,20 1,75 £ 0,21 0,50 0,88 +£0,47
(1,08;1,38) |(0,94;1,23) | (1,90; 1,60) (1,13 0,55)
pepN 1,18 £ 0,36 1,30 £ 0,56 0,82 +0,13 2,87 1,06 £ 0,10
(093;144) ](0,90;1,69) |(0,73;0,91) (1,13;0,99)
relA 0,94 + 0,35 1,11 +£0,16 1,38 +£0,29 1,11 2,65 + 0,69
(1,18;0,69) | (1,22;1,0) (1,17 ; 1,58) (2,16 ; 3,14)

*Pour des raisons techniques le point pH 6 en lait n’a pas été reproduit chez la souche PB18O.

La moyenne et I’écart type déduits des taux obtenus pour les deux expériences indépendantes sont présentés
ainsi que les valeurs des taux obtenus pour chacune des expériences (voir entre parentheses).Les taux indiqués en
caracteres gras et rouges correspondent a ceux qui ont été considérés comme significatifs et donc pris en compte

dans I’analyse.
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PB302/PB180 milieu de phase exponentielle
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Figure 18 : Log; du rapport d’expression de chacun des genes d’intérét déterminé chez
les souches PB302 et PB180O (PB302/PB180) au début et au milieu de la phase

exponentielle de croissance en milieu M17

Les valeurs positives indiquent une augmentation de 1'expression du gene cible chez la souche PB302 par rapport
a la souche PB18O et les valeurs négatives indiquent une diminution de l'expression du gene cible. Chaque taux
est la moyenne de deux expériences indépendantes. Une augmentation d’un facteur 2 correspond a une valeur de
0,3 (Logjo 2 = 0,3) et une diminution d’un facteur 2 correspond a une valeur de -0,3 (Log;, 0,5 =-0,3).
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PB302/PB180, fin de phase exponentielle
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Figure 19 : Log; du rapport d’expression de chacun des genes d’intérét déterminé chez
les souches PB302 et PB18O (PB302/PB180) au milieu et a la fin de la phase

exponentielle (début de phase stationnaire de croissance) en milieu M17

Les valeurs positives indiquent une augmentation de 1'expression du gene cible chez la souche PB302 par rapport
a la souche PB18O et les valeurs négatives indiquent une diminution de l'expression du gene cible. Chaque taux
est la moyenne de deux expériences indépendantes. Une augmentation d’un facteur 2 correspond a une valeur de
0,3 (Log;o 2 = 0,3) et une diminution d’un facteur 2 correspond & une valeur de -0,3 (Log;o 0,5 =-0,3).
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Figure 20 : Log;o du rapport d’expression de chacun des genes d’intérét déterminé chez
les souches PB302 et PB180O (PB302/PB180) au début et au milieu de la phase

exponentielle de croissance en lait

Les valeurs positives indiquent une surexpression du gene cible chez la souche PB302 par rapport a la souche
PB180O. Les valeurs négatives indiquent une diminution de l'expression du gene cible chez la souche PB302 par
rapport a la souche PB180. Une augmentation d’un facteur 2 correspond a une valeur de 0,3 (Logjy 2 = 0,3) et
une diminution d’un facteur 2 correspond a une valeur de -0,3 (Logjo 0,5 =-0,3).

162



4. Conclusion-Discussion

Les résultats présentés dans le chapitre 1 ont permis de montrer qu’une partie de la variabilité
du potentiel protéolytique de surface de St. thermophilus consiste en la faible ou non-
expression du gene prtS chez certaines souches, alors que d’apres sa séquence ce gene
apparait fonctionnel. Lorsqu’elles sont cultivées en lait, ces souches présentent par ailleurs
des capacités acidifiantes, reflet de leur croissance, inférieures a celles des souches qui

possedent le gene prtS et qui expriment la protéase. Ceci nous a amenés a :

1. étudier I’expression du gene prtS chez deux souches (PB180O et PB302) qui possedent

le méme allele prtS mais qui expriment différemment la protéase ;

2. étudier chez ces deux souches I’expression d’autres genes du métabolisme azoté

pouvant appartenir ou non au méme régulon.

Ces études ont été réalisées dans deux milieux différents : le milieu M17 couramment
utilisé pour cultiver au laboratoire St. thermophilus et le lait. La nature de la source azotée
differe entre les deux milieux puisque dans le cas du milieu M17 elle consiste en des peptides
et acides aminés libres, alors que dans le cas du lait, il s’agit de protéines complexes. Pour les
deux milieux testés, la source de carbone est le lactose.

En milieu M17, nous avons observé que 1’expression du gene prtS et I’activité de la protéase
semble plus importante chez la souche PB302. Quand I’ensemble des genes testés est
considéré, il a été constaté que la plupart de ces genes sont exprimés a des taux similaires
chez les 2 souches, exception faite des genes ackA, bcaT, amiF, livJ et prtS. Comme cela a été
dit précédemment, ces résultats sont cohérents avec le fait que les courbes de croissance des 2
souches sont similaires en milieu M17. En milieu lait, la croissance des souches est tres
différente, comme cela était attendu compte tenu du pouvoir acidifiant de chacune d’entre-
elles, et I’expression du gene prtS et d’'un bon nombre des génes du métabolisme azoté testés

également.
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Figure 21 : Log;¢ du rapport d’expression de chacun des genes d’intérét déterminé chez
la souche PB180O cultivée en lait et M17 (lait/M17) au début et au milieu de la phase

exponentielle de croissance

Les valeurs positives indiquent une induction d'expression du géne cible en lait par rapport au milieu M17 et les
valeurs négatives indiquent une répression de 1'expression des genes entre les deux milieux (lait/milieu M17).
Une augmentation d’un facteur 2 correspond a une valeur de 0,3 (Log;, 2 = 0,3) et une diminution d’un facteur 2
correspond & une valeur de -0,3 (Log;o 0,5 =-0,3).
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Milieu de phase exponentielle (lait/M17)
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Figure 22 : Log;¢ du rapport d’expression de chacun des genes d’intérét déterminé chez
la souche PB302 cultivée en lait et M17 (lait/M17) au début et au milieu de la phase

exponentielle de croissance

Les valeurs positives indiquent une induction d'expression du gene cible en lait par rapport au milieu M17 et les
valeurs négatives indiquent une répression de 1'expression des genes entre les deux milieux (lait/milieu M17).
Une augmentation d’un facteur 2 correspond a une valeur de 0,3 (Log;, 2 = 0,3) et une diminution d’un facteur 2
correspond & une valeur de -0,3 (Log;o 0,5 =-0,3).
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4.1. Expression de la protéase PrtS au cours de la croissance des souches

PB18O et PB302

Chez les souches PB18O et PB302 et dans les deux milieux testés, la protéase PrtS est
exprimée des le début de la phase exponentielle. Par contre, en milieu M17, I’expression de ce
gene augmente en fin de phase exponentielle/début de phase stationnaire d’un facteur 2 chez
la souche PB302 ce qui ne semble pas étre le cas chez la souche PB180 (Tableau 16). Quand
le niveau d’expression du gene prtS est comparé entre les deux souches, il est constaté que
dans chacun des deux milieux testés, il est plus important chez la souche PB302 (Tableaux 17
et 21), ce qui est cohérent avec I’activité protéolytique de surface observée chez les deux
souches (Tableaux 14 et 18).

L’étude de la croissance en lait de différentes souches de St. thermophilus, possédant
ou non PrtS, a révélé que les souches possédant PrtS présentent une croissance diauxique en
lait et que PrtS était seulement exprimée au cours de la deuxieme phase exponentielle (Letort
et al., 2002). Les auteurs proposent qu’au cours de la premiere phase exponentielle les
bactéries utilisent les acides aminés et les petits peptides du lait et n’expriment pas la protéase
PrtS ; alors que pendant la deuxieme phase exponentielle de croissance, phase au cours de
laquelle PrtS est exprimée, la bactérie aurait besoin d’utiliser les caséines comme source
d’acides aminés. Cette croissance diauxique n’a pas été observée dans le cas des souches
PB302 et PB18O et, comme en milieu M17, I’expression de PrtS a été¢ détectée des le début
de la croissance. De méme, il est 2 noter que pour les autres souches PrtS™ de notre collection,
I’activité de PrtS est détectée des le début de croissance. Ces résultats suggerent donc que la
régulation du gene prtS pourrait varier d’une souche a 1’autre au sein de I’espece St.
thermophilus.

La croissance en lait de St. thermophilus est dépendante soit de sa capacité a
hydrolyser les protéines du lait ou du degré de protéolyse naturelle du lait. Il est ainsi tres
difficile d’une préparation de milieu lait a une autre d’avoir le méme degré de protéolyse et
donc une parfaite reproductibilité des résultats tant au niveau croissance bactérienne
qu’expression des genes. Cela est encore plus frappant lorsque sont comparés des taux
d’expression de genes lors de la croissance de St. thermophilus dans 2 milieux différents tels
que le milieu M17 et le lait. Cependant, et méme s’il convient de rester prudent quant a la
validité des interprétations, cette comparaison peut permettre d’identifier des genes dont

I’expression pourrait €tre importante pour la croissance en lait de St. thermophilus. Nous
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avons ainsi fait cette comparaison pour chacune des 2 souches et pour les 2 temps de
croissance de phase exponentielle testés (Figures 21 et 22). L’activité de PrtS apparait
supérieure quand les souches PB180O et PB302 sont cultivées en lait. Dans le cas de la souche
PB302, le taux de transcription du gene prtS apparait supérieur en lait alors qu’il semble
similaire dans les 2 milieux chez la souche PB180. Ainsi, si la plus forte activité PrtS
observée en milieu lait chez la souche PB302 est cohérente avec le plus fort taux de
transcription de ce gene, cela n’est pas le cas pour la souche PB180. Cela pourrait provenir
d’une régulation traductionnelle différente chez cette souche ou étre lié a la sécrétion
maturation de la protéase, maturation qui demeure inconnue. Si le géne prtS a été acquis par
transfert horizontal de St. suis, la protéase PrtS differe néanmoins de son homologue présent
chez St. suis et possede une spécificité propre a St. thermophilus. En effet, une duplication de
32 résidus d’acides aminés est présente dans le pro-domaine de la protéase codée par I’allele
le plus fréquemment rencontré chez St. thermophilus, a savoir celui présent dans la souche
LMD-9 (Delorme et al., 2010; Galia et al., 2009). Le pro-domaine de certaines protéines est
la cible d’isomérases appelées peptidyl-prolyl cis-trans isomérases (PPlases). Il s’agit de
foldases qui accélerent le changement conformationnel cis/trans au niveau des liaisons
peptidyl-proline (Xaa-Pro) qui se trouvent dans le pro-domaine de certaines protéines
(Hermans et al., 2006; Rahfeld et al., 1994). Une telle isomérisation pourrait étre importante
pour le repliement correct et efficace des protéines de surface (Drouault ef al., 2002). La
présence d’une duplication au niveau du pro-domaine du gene prtS, pourrait étre une forme
d’adaptation de la protéase PrtS aux isomérases présentes chez St. thermophilus.

L’analyse des génomes de trois souches de St. thermophilus, (CNRZ1066, LMG18311
et LMD-9) montre la présence de quatre PPlases putatives. Deux appartiennent a la famille
des cyclophilines et sont annotées comme étant des rotamases (STER_0545 et STER_0676).
La troisieme (STER_0191), appartient a la famille FKBP. 11 s’agit d’un facteur d’adressage
(RopA) de 427 résidus d’acides aminés avec des pourcentages d’identité de 95 ; 79 et 77%
avec ces homologues de St. salivarius SK126, St. suis 89/1591 et St. pyogenes MGAS10394.
Le facteur RopA est considéré comme responsable de la sécrétion de plusieurs facteurs de
virulence (Lyon et al., 1998). Chez St. pyogenes, la protéase a cystéine (SpeB) est sécrétée et
maturée grace au facteur RopA. Lyon et Caparon., (2003) proposent qu’au cours de la
traduction de ’ARNm de la protéase, le facteur RopA se lie a la protéase par ces deux
extrémités N et C terminales. Cette interaction serait essentielle pour stabiliser la
préproprotéase dans une conformation optimale pour la sécrétion. Puis, le complexe (facteur

RopA/préproprotéase) serait adressé vers la bonne voie de sécrétion a travers la membrane
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cellulaire. Au cours de cette interaction, le domaine central du facteur RopA ayant une
activité PPlase entrainerait 1’isomérisation du résidu prolyl situé en position 78 du pro-
domaine, isomérisation qui permettrait a la protéase sécrétée de se replier dans sa forme
zymogene (Lyon et Caparon, 2003). Ainsi, I’état d'isomérisation du résidu prolyl et
I'emplacement de ce résidu dans le pro-domaine pourraient influencer la conformation du pro-
domaine qui dirige a son tour la protéase dans un des chemins de repliement alternatif (Lyon
et Caparon, 2003). S’il existe un lien direct entre le facteur RopA et la sécrétion/maturation de
la protéase PrtS chez St. thermophilus, nous pouvons envisager que la présence de la
duplication pourrait permettre au résidu prolyl, cible potentielle de ce facteur, d’étre
correctement positionné dans le pro-domaine, et/ou influencer la conformation du pro-
domaine d’une maniere adaptée au systeme de sécrétion présent chez St. thermophilus. Une
déficience méme transitoire de 1’activité RopA pourrait alors aboutir a la diminution de
I’efficacité de sécrétion/maturation de PrtS.

La quatriecme isomérase (STER_0492) est codée par un gene homologue du gene
pmpA de Lc. lactis et a ét€ annotée prtM chez St. thermophilus. La protéine putative PrtM est
constituée de 380 résidus d’acides aminés avec des pourcentages d’identité de 95 ; 39 ; 35 et
39% avec ses homologues de St. salivarius SK126, St. suis 89/1591, St. pyogenes
MGAS10394 et St. pneumoniae TCH8431/19A. La protéine PrtM de St. thermophilus LMD-9
présente 34% d’identité avec son homologue PmpA de Lc. lactis ssp. cremoris MG1363 et
seulement 24% avec la protéine PrtM de Lc. lactis, impliquée dans la maturation de la
protéase PrtP (Haandrikman et al., 1989). Il est a souligner que les genes prsA-like (plp) tel
que le gene pmpA sont reconnus par leur faible pourcentage d’homologie entre eux (Drouault
et al., 2002). Par homologie de séquence, la protéine PmpA de Lc. lactis pourrait avoir une
activité de foldase qui faciliterait la sécrétion des protéines (Drouault et al., 2002). 11 a été
constaté que la transcription du gene pmpA est augmentée lorsque la source azotée est limitée.
Ces résultats suggerent que 1’expression du gene pmpA est nécessaire pour le repliement des
facteurs impliqués dans la nutrition azotée, tels que la protéase de paroi cellulaire ou les trois
systtmes de transport de peptides Opp, DtpT et DtpP qui sont induits dans les mémes
conditions (Drouault er al., 2002; Guédon et al., 2001b). D’une maniere similaire aux deux
protéines PmpA et PrtM identifées chez Lc. lactis, la protéine PrtM de St. thermophilus
pourrait avoir une activité de foldase qui faciliterait la sécrétion et la maturation des protéines
de surface dont la protéase PrtS, soit de maniere directe, soit via un rdle dans le repliement de
certains facteurs impliqués dans la sécrétion et/ou la maturation des protéines de surface.

Dans ce cas, I’augmentation de I’expression du gene prtM en milieu lait pourrait expliquer
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I’augmentation de 1’activité PrtS observée lors de la croissance de la souche PB18O en lait,

alors que le géne prtS n’est pas plus exprimé qu’en milieu M17.

4.2. Variation de I’expression de génes du métabolisme azoté au cours de la
croissance des souches PB302 et PB18O : role du régulateur CodY chez
St. thermophilus

L’expression d’autres genes impliqués, pour la plupart, dans le métabolisme azoté a
été étudiée chez les souches PB18O et PB302 cultivées en milieu M17 et lait. Il s’agit de
genes codant des régulateurs (relA et codY), des transporteurs de peptides (opéron ami et
dipt), des peptidases intracellulaires (pepX, pepN et pepC), des genes intervenant dans la
syntheése d’acides aminés branchés (bcaT), dans leur transport (opéron /[ivJHMG) ou dans la
syntheése de leurs précurseurs (ilvDBN, ilvC). Enfin, deux genes impliqués dans le
métabolisme glucidique (ldh, ackA) ont été étudiés. Le séquencage de ces geénes a révélé
qu’ils sont présents dans les deux souches et que celles-ci portent pour chacun des genes
étudiés la méme version allélique. Le géne codY est présent chez les deux souches étudiées
PB180O et PB302 avec une parfaite identité entre elles sur la partie codante mais aussi au
niveau des régions promotrice et terminatrice. La plus forte identité entre la séquence
protéique de CodY de Lc. lactis et celle déduite a partir de la séquence nucléotidique de
St. thermophilus a été trouvée dans le domaine HTH (Hélice-Tour-Hélice). Le motif de
fixation de la protéine régulatrice CodY chez St. thermophilus ressemblerait donc a celui de
Lc. lactis (AATTTTCWGAAAATT) mis en évidence par Den Hengst ef al., 2005. L’analyse
de la séquence promotrice des geénes étudiés a révélé que la plupart d’entre-eux possedent une
boite CodY ressemblant a celle reconnue par la protéine CodY de Lc. lactis. 1l s’agit des
opérons amiA;CDEF, livJHMG et ilvDBN, et des genes pepX, pepN, pepC, bcaT, ilvC, ackA
et du géne codY lui-méme (Tableau 22). De plus, le gene prtS possede également une boite
CodY. Un seul motif de fixation de CodY a été détecté en amont de chaque gene. Une
séquence de 864 pb en amont du gene prtS a ét€ obtenue. L’analyse de cette séquence a
montré une identit¢ de 100% entre les deux souches étudiées et ne nous a pas permis de
mettre en évidence un deuxieme motif de fixation de la protéine CodY. Cette situation est
différente de celle décrite chez Lc. lactis ou plusieurs copies de la boite CodY ont été
détectées en amont des genes et/ou opérons fortement régulés par CodY (den Hengst et al.,
2005b). Deux copies sont présentes dans la région promotrice de dppA, oppA et ilvD, alors

que trois ont été proposées chez le geéne gltA codant la citrate synthétase. Chez
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St. thermophilus, une interaction entre la protéine CodY et les promoteurs des genes prtS,
pepN, pepC, pepX et de I’opéron ami a été démontrée in vitro (Liu et al., 2009). Ainsi sur la
base de ces données, tous les genes présentant une boite CodY dont I’expression a été étudiée

dans ce travail, pourraient appartenir au méme régulon : le régulon CodY.

4.2.1. Comparaison de I’expression des genes sélectionnés chez les deux souches PB302

et PB18O

Sur les deux phases étudiées dans les deux milieux de croissance (début et milieu de la
phase exponentielle), les différences d’expression des genes étudiés entre les deux souches
(PB302 vs PB180) apparaissent beaucoup plus prononcées en lait qu’en milieu M17 (Figures

23 et 24). L’analyse de I’expression de ces geénes permet :

1. en comparant pour chaque souche I’expression de ces genes en milieu lait et M17, de
déterminer ceux qui pourraient &tre importants lors de la croissance en lait, tout en

restant prudent sur les conclusions pour les raisons évoquées précédemment ;

2. de déterminer si les genes exprimés différemment peuvent appartenir au méme régulon

et tenter de comprendre le rdle du régulateur dont leur expression dépend.

La comparaison des taux d’expression des genes sélectionnés chez la souche PB302
(prtS inclus) en lait versus M 17 suggere que les génes codY, dtpt, amiF, ilvC, ilvB, bcaT, livJ,
prtS et ackA soient surexprimés quand la souche est cultivée en lait (Figure 22). Les deux
geénes bcaT et liv] seraient surexprimés seulement au début de la phase exponentielle. A
I’exception du gene dipt, tous ces genes possedent une boite CodY potentielle et pourraient
donc appartenir au méme régulon. Sur les deux phases étudiées, aucun gene étudié n’est
moins exprimé en lait qu’en milieu M17 chez la souche PB302 (Figure 22). Chez la souche
PB180, en début de phase exponentielle les genes ilvC, ilvB, livJ et pepC pourraient étre
surexprimés et les genes ackA et ldh sous-exprimés (Figure 21). Alors qu’en milieu de phase
exponentielle, I’expression des genes étudiés entre les deux milieux reste relativement
constante (Figure 21). Compte tenu de la différence de croissance des 2 souches en lait, les
genes induits dans la souche PB302 cultivée en lait pourraient €tre importants pour la
croissance de cette souche dans ce milieu et la non induction d’une partie d’entre-eux (codY,
dipt, bcaT, ackA, prtS et I’opéron ami) pourrait €tre, au moins en partie, responsable de la
mauvaise croissance de la souche PB180O dans ce milieu.

Etant donné I’importance des BCAA pour la croissance de St. thermophilus en lait (Garault et
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al., 2000), il n’est pas étonnant que les genes impliqués dans la syntheése ou le transport des
BCAA soient induits chez une souche présentant une bonne croissance en lait, comme c’est le
cas de la souche PB302. De la méme maniere, étant donné la nature (protéines complexes) de
la source azotée du lait, I'induction de PrtS ou de transporteurs de peptides est tout a fait
cohérente. Un des genes avec le plus haut niveau de surexpression (14 fois) est le géne codant
I’acétate kinase (ackA). Cette enzyme joue un double rdle dans la cellule. Tout d’abord, a
partir de I’acétyl-CoA, ’activité phosphotransacétylase couplée avec celle de 1’acétate kinase
produisent de 1’acétate qui sera excrétée (Figure 15). C’est un moyen pour éliminer
I’accumulation des produits finaux du métabolisme du lactose (par exemple pyruvate et
acétyl-CoA). Cette activité peut aussi étre une source importante d’ATP au cours de la

fermentation (Dauner et al., 2001).

4.2.2. Quel est le role du régulateur CodY chez St. thermophilus : activateur et/ou

répresseur ?

Le régulateur transcriptionnel (CodY) a été décrit dans plusieurs especes bactériennes
a Gram™ a bas pourcentage en bases G et C. Il controle la transcription d’une dizaine de génes
en réponse a la richesse du milieu en acides aminés ramifiés et/ou GTP (Guédon et al., 2001a,
2001b; den Hengst et al., 2005a, 2005b; Serror et Sonenshein, 1996). Grace a son motif
hélice-tour-hélice (HTH), la protéine CodY est capable de se fixer a I’ADN et réguler des
genes et des opérons d’une maniere directe (Serror et Sonenshein, 1996). Chez Lc. lactis,
CodY est connu pour réguler négativement 1’expression de certains genes codant des

protéines participant a la protéolyse et des fonctions liées a 1’approvisionnement d’azote

(Guédon et al., 2001a, 2001b; den Hengst et al., 2005a, 2005b).

171



1.8

14 T

1.2 y

0.6 T

02 1 AC &0
=t I *il2 £'v..|
* pe,ul:c’

& ood¥

+ dig
peplc

PE3MPE1580 au milieu de phase exponentielle

u heaT

-08 06 04 02 0 02 04 06 03 1 1,2 14 16 1.8
PB302/P B1280 en début de phase exponentielle

Figure 23 : Log; du rapport d’expression de chacun des genes d’intérét déterminé chez
les souches PB302 et PB180O (PB302/PB180) au début et au milieu de la phase

exponentielle de croissance en milieu M17

Les valeurs positives indiquent une surexpression du gene cible chez la souche PB302 et les valeurs négatives
une diminution. Une augmentation d’un facteur 2 correspond a une valeur de 0,3 (Logj, 2 = 0,3) et une
diminution d’un facteur 2 correspond a une valeur de -0,3 (Log;( 0,5 =-0,3).
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Figure 24 : Log;¢ du rapport d’expression de chacun des genes d’intérét déterminé chez

les souches PB302 et PB180O (PB302/PB180) au début et au milieu de la phase

exponentielle de croissance en lait

Les valeurs positives indiquent une surexpression du gene cible chez la souche PB302 et les valeurs négatives
indiquent une diminution. Une augmentation d’un facteur 2 correspond a une valeur de 0,3 (Log;o 2 = 0,3) et une
diminution d’un facteur 2 correspond a une valeur de -0,3 (Log; 0,5 =-0,3).
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Chez les streptocoques pathogenes, le réle du régulateur CodY semble plus complexe
puisqu’il peut jouer le rdle de répresseur ou d’activateur. Chez St. pneumoniae, Hendriksen et
al., (2008) ont ainsi démontré que 1’expression du gene codant la protéine de liaison a la
choline, la protéine PcpA, est réprimée chez le mutant codY. Chez St. pyogenes, CodY est
impliqué dans une régulation transcriptionnelle positive ou négative de plusieurs genes,
dépendante de la phase de croissance et de 1’état nutritionnel de bactérie (Malke et al., 2006a).
Ainsi, chez St. pyogenes CodY joue un rdle dans I’activation des genes de virulence en milieu
de phase exponentielle dans un milieu complexe. Dans ces conditions, CodY renforce la
transcription de I’activateur pléiotrope mga, avec une forte régulation positive simultanée
d’au moins 6 facteurs de virulence (hasA, ideS, speH, scpA, prtS et scl) (Malke et al., 2006b).
Parmi ceux-ci, scpA (codant la peptidase C5a homologue a la protéase PrtS de
St. thermophilus) et scl sont connus comme des cibles de 1’activateur Mga (Mclver et Scott,
1997; McLandsborough et Cleary, 1995; Rasmussen et al., 2000). De méme, les autres
facteurs de virulence notamment PrtS (protéase de surface ayant un pourcentage d’identité de
32% avec celle de St. thermophilus) sont soumis a une forte régulation positive et ne font pas
partie du régulon Mga. Ce résultat suggere que CodY pourrait activer d’'une maniere directe
I’expression de certains génes dont ceux codant pour certains facteurs de virulence (Malke et
al., 2006b).

L’affinité de CodY pour les promoteurs des genes qu’il régule et le nombre de
molécules qui se fixent sont variables. Chez Lc. lactis, des expériences in vitro ont montré que
plusieurs molécules de CodY se fixent sur le promoteur de 1’opéron opp et le nombre de ces
molécules est affecté par la quantité d’acides aminés branchés qui stimulent cet accrochage
(den Hengst et al., 2005a). Chez St. pneumoniae, l'affinit¢ de CodY pour son propre
promoteur est relativement faible en présence de faible concentration de BCAA, alors que
lI'affinité globale de CodY pour la région promotrice du géne gdhA (qui code pour la
glutamate déshydrogénase) est beaucoup plus élevée, ce qui indique que, méme a de tres
faibles concentrations de BCAA, CodY pourrait encore réprimer I’expression du gene gdhA et
ne pas réprimer sa propre expression (Hendriksen et al., 2008). Chez B. subtilis, CodY est
plus exprimée durant la phase exponentielle de croissance que durant la phase stationnaire et
la régulation par CodY pourrait étre modulée par la concentration de la protéine CodY elle-
méme (Slack ef al., 1995).

Chez St. thermophilus, la comparaison du taux d’expression des genes sélectionnés
chez la souche PB302 cultivée en lait ou en milieu M17 pour les deux temps de croissance

testés dans ces deux milieux (Figure 22), suggere une surexpression du geéne codY ainsi que
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des genes intervenant dans la synthese (bcaT, ilvB, ilvC) ou le transport des BCAA (opéron
liv), des genes intervenant dans la genese des peptides a partir des protéines du milieu (prtS)
ou dans le transport des peptides (opéron ami et gene dipt) et du gene ackA. Tous ces genes,
sauf le géne dipt ont une boite CodY (Tableau 22). Sur la base de ce qui est rapporté dans la
littérature, la surexpression des génes bcaT, ilvB, ilvC et de 1I’opéron [liv, devrait permettre a la
concentration intracellulaire des BCAA d’augmenter et, par conséquent, a la protéine codY
d’étre active (den Hengst et al., 2006). Elle pourrait donc jouer son role de régulateur. S’il
s’agit d’un répresseur comme dans le cas de Lc. lactis, elle devrait alors réprimer les genes
qu’elle régule pour finir par éteindre son propre gene. Cela devrait donc aboutir a la
répression des geénes cités précédemment, dont le gene prtS. Dans la mesure ou nous ne
disposons que de deux points en milieu lait, nous ne pouvons conclure quant a la validité de
ce scénario. Néanmoins, il ne rend pas compte de la situation observée pour la souche PB302
cultivée en milieu M17. Ce milieu étant un milieu riche en acides aminés libres et peptides, la
quantit¢ de BCAA n’est pas limitante et leur quantité intracellulaire devrait rapidement étre
suffisante pour permettre a CodY de jouer son role de répresseur et finir par réprimer son
propre geéne. Or, il semble qu’ a la fin de la phase exponentielle/début de phase stationnaire,
une augmentation de la transcription du gene codY, comme des genes pepC, pepX, prtS et de
I’opéron liv (Figure 25).

Chez la souche PB18O, le gene codY semble €tre exprimé au méme taux dans les deux
milieux lait et M17, et ce, pour les deux temps de croissance testés (Figure 21). Les genes
ilvB, ilvC, pepC et I’opéron liv semblent surexprimés en début de croissance en lait et le géne
ackA réprimé. Si CodY est un répresseur, alors la surexpression des genes ilvB, ilvC et de
I’opéron liv pourrait permettre a la bactérie d’étre approvisionnée en BCAA, ce qui devrait
aboutir a I’activation de CodY et a la répression des genes qu’ils régulent, dont le gene prtS.
N’ayant pas de point supplémentaire dans ce milieu, il est difficile de savoir si le gene prtS
pourrait €tre induit ensuite, c’est-a-dire, a I’entrée en phase stationnaire afin de permettre un
regain de croissance. Cependant, la croissance de la souche PB180O n’est pas une croissance
diauxique, donc, il n’y a pas de regain de croissance. Au contraire, la souche PB180O se
développe mal en milieu lait. En outre, en milieu M17 ou les BCAA ne sont pas en quantité
limitante, 1I’expression du gene codY semble augmenter a la fin de la phase exponentielle de
croissance/début de phase stationnaire, méme si elle reste inférieure a celle observée chez la
souche PB302 (Figure 25).

Ainsi, les données que nous avons recueillies suggerent une situation plus complexe

pour ce qui concerne le régulon CodY. St. thermophilus étant un Streptocoque, il est possible
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Figure 25 : Log;y du rapport d’expression de chacun des genes d’intérét déterminé en
fin de phase exponentielle (début de phase stationnaire) et en milieu de phase

exponentielle (fin/milieu) chez les souches PB18O et PB302 cultivées en milieu M17

Les valeurs positives indiquent une augmentation de l'expression du gene considéré en fin de phase
exponentielle par rapport au milieu de cette phase et les valeurs négatives indiquent une diminution de
I’expression de ce gene. Chaque taux est la moyenne de deux expériences indépendantes. Une augmentation
d’un facteur 2 correspond a une valeur de 0,3 (Log;o 2 = 0,3) et une diminution d’un facteur 2 correspond & une
valeur de -0,3 (Log; 0,5 =-0,3).
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que le régulateur CodY ait le méme fonctionnement que chez d’autres streptocoques, a savoir
un role de répresseur ou d’activateur selon les génes, et peut-étre selon le milieu et/ou la phase
de croissance, cela étant 1i€ a la concentration intracellulaire de BCAA. 11 faut d’ailleurs noter
que chez la bactérie Gram®™ B. subtilis, il a été démontré comme activateur et répresseur
également. En effet, chez B. subtilis, 1a protéine CodY est capable d’activer la transcription du
gene bsrF en se fixant a -329 pb du site d’initiation de la transcription (Preis et al., 2009). En
outre, il se pourrait qu’il soit activateur également chez Lc. lactis, mais que les genes régulés
positivement n’aient pas été identifiés a ce jour. Revoyons a la lumiere de cette nouvelle
hypothese le taux d’expression des différents genes chez la souche PB302 cultivée en milieu
lait. Lors de la croissance de la souche PB302, présentant une croissance importante, en
milieu lait, I’expression des genes intervenant dans la syntheése (bcaT, ilvB et ilvC) ou le
transport des BCAA (opéron [iv) aboutit a une augmentation de la concentration
intracellulaire de BCAA et a ’activation du régulateur CodY. Celui-ci pourrait alors réguler
positivement certains genes dont les genes ackA, prtS et peut-€tre codY lui-méme. Tous ces
genes ne sont pas activés avec la méme efficacité car 1’affinité de CodY varie suivant les
promoteurs et la concentration intracellulaire en BCAA. Donc, la potentielle activation de ces
genes par le régulateur CodY chez la souche PB302 en lait pourrait s’expliquer par une
surexpression du gene codY accompagnée d’une bonne concentration des potentiels co-
facteurs en lait. En milieu M 17, I’augmentation de 1’expression du gene codY en fin de phase
exponentielle/début de phase stationnaire permettrait I’augmentation de la transcription des
genes qu’il régule, tels que les genes pepC, pepX, livJ ou prtS. Pour ce dernier une situation
paradoxale persiste. En effet, en fin de phase exponentielle, la transcription de ce gene
augmente alors que Iactivité protéolytique s’effondre. Les hypotheses évoquées
précédemment peuvent rendre compte de cette situation.

Dans le cas de la souche PB180O, présentant une croissance intermédiaire en lait, CodY ne
peut jouer pleinement son role d’activateur car la concentration intracellulaire en BCAA est
peut-étre insuffisante pour activer CodY dont I’expression n’est pas induite. Un certain
nombre de genes nécessaires a la croissance de St. thermophilus en lait ne sont alors pas
exprimés suffisamment pour permettre a la souche de se développer a forte concentration
cellulaire. En milieu M17, si I’augmentation du taux de transcription du gene codY est
observée a la fin de la phase exponentielle/début de phase stationnaire, elle pourrait ne pas
étre suffisante pour que CodY active efficacement des génes qu’il régule, tel que le geéne prtS.

Méme si nous n’avons envisagé dans cette hypothese que le rdle activateur de CodY, il n’est
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pas exclu que ce régulateur puisse réprimer certains genes chez St. thermophilus. Enfin, la
surexpression du gene codY en lait chez la souche PB302 et ne pas chez la souche PB180O
pourrait résulter soit d’une autorégulation positive grace a la bonne concentration des BCAA
chez la souche PB302 en lait, soit d’une intervention d’un deuxieéme régulateur central avec

un effet positif et/ou négatif chez les deux souches PB302 et PB18O respectivement.

ARN polymérase
-10 ackA

Uy U TGS

ARN polymérase

Q&umquml wa@Ww DA U

Figure 26 : Représentation schématique de la potentielle régulation génétique du gene
ackA de St. thermophilus PB302 et PB18O

La potentielle position des deux régulateurs CodY et CcpA d’une part et I’ARN polymérase de I’autre part qui
engendrerait : une potentielle régulation positive (A) ou une potentielle régulation négative (B). La phase
codante du géne ackA n’est pas représentée a 1’échelle. Le motif -10 corresponde a la potentielle boite -10
étendue du promoteur.
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La régulation par CodY de ces geénes n’exclut pas I’intervention d’autres régulateurs comme
cela pourrait €tre le cas pour le géne ackA. Dans la région promotrice du gene ackA des deux
souches étudiées PB180O et PB302, deux boites potentielles de deux régulateurs
transcriptionnels (CodY et CcpA) ont été identifiées avec des positions relatives au codant
start a -66 pour la boite CodY et a -12 pour le site cre (Figure 17). Si le géne ackA est régulé
par les deux régulateurs CodY et CcpA, cette régulation serait plutdt négative car les régions
potentielles de la fixation des deux protéines recouvrent la boite -10 empéchant I’initiation de
la transcription de ce gene (Figure 26-B). Néanmoins, cette régulation pourrait étre positive
dans le cas ou les deux régulateurs CodY et CcpA d’une part et 'ARN polymérase d’autre
part se lieraient a 1'hélice d'ADN face a face surtout que les deux régions affines aux protéines
CodY et CcpA sont séparées de 55 pb, suggérant que les molécules CodY et CcpA seraient
sur la méme face de 1'hélice d’ADN lorsqu'elles y sont liées (Figure 26-A).

Chez la souche PB302 nous avons observé que 1’expression du géne ackA est induite
en lait au début et au milieu de la phase exponentielle de croissance (Figure 22). Cette
induction semble étre simultanée avec la surexpression du gene codY (Figure 22). Chez la
souche PB180O, I’expression du geéne codY est similaire entre les deux milieux pour les deux
phases étudiées (début et milieu de phase exponentielle) alors que I’expression du gene ackA
est similaire au milieu de la phase exponentielle et réprimée au début de la phase
exponentielle en lait (Figure 21). Sachant que les deux milieux lait et M17 possedent la méme
source carbonée (le lactose), le réle du régulateur CcpA semble étre minimisé. Par contre, la
potentielle activation de ce géne par le régulateur CodY chez la souche PB302 en lait pourrait
s’expliquer par une surexpression du gene codY accompagnée d’une bonne concentration des
potentiels co-facteurs. La répression du gene ackA remarquée au début de la phase
exponentielle en lait par rapport au milieu M17 chez la souche PB18O pourrait étre expliquée

par un manque de co-facteurs potentiels nécessaires pour 1’activation de CodY.

Pour conclure, la situation que nous avons observée suggere que la régulation du gene
prtS et du métabolisme azoté chez St. thermophilus est complexe. Le fait que deux souches
possedent les mémes genes ne suffit pas a leur expression et bien que le gene prtS ait été
acquis par transfert horizontal chez les deux souches PB18O et PB302, le schéma de

régulation dans lequel il s’est inséré a déterminé son potentiel d’expression.

Des résultats récents obtenus au laboratoire ont montré que des souches possédant le

méme allele prtS ne génerent pas forcément les mémes peptides, dont des peptides bioactifs, a
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partir des caséines [, o) et a5y (Miclo e al., sous presse). L’hypothese formulée est que cette
variabilité proviendrait d’une expression différente du géne prtS, faisant ainsi varier le rapport
Enzyme/Substrat. Si cette hypothese est avérée, alors 1’élucidation de la régulation du gene
prtS, mais aussi de la maturation de la protéase est capitale. Enfin, comprendre la régulation
du métabolisme azoté chez cette bactérie demeure important pour la maitrise de son

développement lors de la fabrication de produits laitiers fermentés.
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V. Perspectives
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Perspectives :

Les principales perspectives ouvertes par ce travail concernent d’une part I’étude de la
sécrétion et de la maturation de la protéase PrtS et d’autre part, la régulation de ce gene et plus
largement des genes impliqués dans le syteéme protéolytique de surface de St. thermophilus.
Pour ce qui concerne la maturation de PrtS, quatre PPIases putatives ont été identifiées
dans le génome des souches LMGI18311, CNRZ1066 et LMD-9. Deux d’entre-elles sont
homologues de PPiases intervenant dans la sécrétion/maturation de protéases de surface de
St. pyogenes et Lc. lactis. Ainsi, pour étudier la régulation et la maturation de PrtS, notre
approche consistera a interrompre les génes soupconnés d’intervenir dans chacun de ces deux
processus puis d’étudier dans un contexte mutant I’expression et la maturation de la protéase
PrtS. Cette approche sera complétée par la fabrication d’une banque de mutants insertionnels
et son criblage sur I’activité PrtS.
Les résultats obtenus au cours de ce travail suggerent un controle direct ou indirect de
I’expression de gene prtS par le régulateur transcriptionnel CodY. Nous avons émis
I’hypothese que CodY pourrait activer 1’expression de certains genes dont le gene prtS. La
vérification de cette hypothése passe par I’inactivation du gene codY. L’analyse de
I’expression des genes (puces a ADN) dans le contexte mutant ou sauvage en
présence/absence d’acides aminés ramifiés permettra de déterminer le nombre de genes
régulés par CodY et de voir si la régulation est positive ou négative. De plus, des expériences
de retardement sur gel pourraient nous donner des indices sur la liaison de la protéine CodY
dans les régions promotrices de certains genes. L’affinité de CodY pour les promoteurs des
genes qu’il régule pourrait étre déterminée en fonction de la concentration des potentiels co-
facteurs (acides aminés ramifiés et/ou GTP).
Finalement, I'inactivation des genes codY et ccpA (simple et double mutants) suivi d’une
analyse transcriptomique globale serait d’'une grande importance pour déterminer quels sont

les geénes régulés via une coordination entre ces deux régulateurs chez St. thermophilus.
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Apport technologique :

Nous avons choisi d’étudier I’expression de certains genes identifiés dans les précédentes
études comme des facteurs clés pour la croissance de St. thermophilus en lait, un caractere
important pour les industriels. L’étude au niveau protéomique pour lequel nous n’avons pas
de données, permettrait d’une part de valider les résultats obtenus dans ce travail et d’autre
part, de mieux connaitre 1’adaptation de cette bactérie dans le lait. Ainsi, une meilleure
compréhension de la physiologie de St. thermophilus permettrait d’améliorer certains
procédés de fabrications laitieres dont la production de peptides a activité biologique. La
variabilité au niveau de la régulation du geéne prtS, mais aussi de la maturation de la protéase
pourrait faire varier le rapport Enzyme/Substrat dans le procédé de la production des peptides
a activité biologique. Ainsi, I’éclaircissement de ces mécanismes pourrait €tre capital dans le

procédé de la fabrication de produits laitiers fonctionnels.
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Caractérisation de la variabilité du systeme protéolytique de surface de la
bactérie lactique Streptococcus thermophilus

Résumé :

La variabilité du systeme protéolytique de surface a été étudiée chez 30 souches de St
thermophilus. Cette variabilité consiste en la présence ou I’absence du gene prtS, en la
présence de deux alleles différents de ce gene, en la présence d'une protéase PrtS ancrée et/ou
soluble et enfin en l'expression variable, due a une variabilité de la régulation du systeme
protéolytique, du gene prtS et d'autres génes qui interviennent, pour la plupart, dans le
métabolisme azoté. L’expression des genes prtS, pepX, pepC, pepN, amiAlCDEF, dipT,
livJHMGF, ilvC, ilvDBN, bcaT, ackA, ldh, codY et relA a été quantifiée chez les souches
PB302 et PB18O en lait et en milieu M17. La souche PB302 est représentative des souches
qui se développent rapidement en lait alors que la souche PB180O 1’est de celles qui ont une
croissance intermédiaire dans ce milieu. Alors que I’expression des geénes étudiés est peu
différente en milieu M17 ou les deux souches ont une croissance similaire, cette expression
diverge lorsque les deux souches sont cultivées en lait.

Globalement, la différence de croissance observée en lait entre les deux souches pourrait
résulter d'une variabilité de la capacité protéolytique et de I’expression, entre autres, des genes
codant PrtS, le régulateur CodY, les transporteurs des oligopeptides (Ami), des di-tripeptides
(DtpT) et des acides aminés ramifiés (Liv]) et de ceux codant des enzymes impliquées dans la
voie de biosynthese des acides aminés ramifiés (IlvC, IlvB et BcaT), ces derniers étant
nécessaires pour la croissance en lait. Tous ces génes possedent en amont de leur promoteur

une boite CodY potentielle et pourraient donc appartenir au régulon CodY.

Mots clés : Streptococcus thermophilus, systeme protéolytique, sortase A, régulation
transcriptionnelle.
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Characterization of the variability of the proteolytic system of the lactic
acid bacteria Streptococcus thermophilus

Abstract :

The variability of the cell envelope-associated proteolytic system was studied in 30 strains of
St. thermophilus. Variations in strains consist in the presence or absence of the gene prtS, the
presence of two allelic forms of prtS, the presence of an anchored and/or soluble form of the
protease PrtS and in the variable expression of the gene prtS and other genes involved mainly
in nitrogen metabolism, thus in the variability of the regulation genetic of this system.
Expression of the genes prtS, pepX, pepC, pepN, amiAlICDEF, dtpT, livJHMGF, ilvC,
ilvDBN, bcaT, ackA, ldh, codY and relA was quantified in the PB302 and PB18O strains. The
strain PB302 is representative of strains which exhibit a rapid growth in milk. The strain
PB18O0 is representative those with intermediate growth in milk. In M17 medium, where both
strains have similar growth, little difference in the expression of genes tested was observed.
Conversely, the two strains did not express the selected genes in the same way when grown in
milk. Overall, the difference in growth observed between strains in milk could result from
variable proteolytic activities and variable expression of genes encoding, for example, the
proteinase PrtS, the regulator CodY, transporters of oligo- or di-tri- peptides (Ami or DtpT) or
branched chain amino acids, or BCAA (LivJ) and enzymes in the biosynthetic pathway of
BCAA (IlvC, IlvB et BcaT) which are necessary for growth in milk. All these genes have a
potential CodY box at the upstream of their promoter and could therefore belong to the

regulon CodY.

Keywords: Streptococcus thermophilus, proteolytic system, sortase A, transcriptionnel
regulation.
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