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Avant-Propos

Les bactériocines sont des protéines antibactériennes produites par des bactéries et
synthétisées par voie ribosomique (RILEY 2009). Elles sont utilisées dans les aliments
comme bio-conservateurs et ont également été proposées comme alternative pour le trai-
tement d’infections liées & des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques (DOBSON et
al. 2012).

L’étude du mécanisme d’action des bactériocines requiert d’importantes quantités de
protéines. De plus, I'utilisation industrielle de ces molécules doit satisfaire a des impératifs
de rendement nécessitant la mise au point de procédés de production et de purification
efficaces. Cependant, la faible productivité des producteurs naturels, ainsi que de faibles
rendements de purification rendent difficile une utilisation a grande échelle (GUYONNET
et al. 2000 ; JACK et al. 1996 ; JASNIEWSKI et al. 2008c).

L’expression hétérologue est une stratégie efficace pour augmenter les rendements de
production d’une protéine. L’hote choisi pour cette étude est Lactococcus lactis, car cette
bactérie lactique a précédemment été utilisée avec succes pour la production de bactério-
cines (RODRIGUEZ et al. 2003), dont la pédiocine PA-1 (ARQUES et al. 2008 ; HORN et al.
1999, 2004 ; MARTIN et al. 2007a; REVIRIEGO et al. 2005, 2007b) et peut étre envisagée
comme un hote pour la production et la purification de bactériocines a grande échelle.
Lactococcus lactis étant une bactérie " Generally Recognized As Safe", elle est aussi un
hote intéressant pour délivrer in vivo des bactériocines a des fins probiotiques (DOBSON
et al. 2012 ; OSMANAGAOGLU et al. 2010 ; PONTES et al. 2011) ou pour la biopréservation
des aliments (RENYE et al. 2011).

La pédiocine PA-1 est une bactériocine modéle de la sous-classe Ila produite par des
bactéries des genres Pediococcus et Lactobacillus. Cette bactériocine posséde une activité
antibactérienne efficace sur des bactéries pathogénes et d’altération des aliments (PAPA-
GIANNI et ANASTASIADOU 2009). Elle est composée de 44 acides aminés, dont quatre
cystéines qui sont impliquées dans la formation de deux ponts disulfures (HENDERSON
et al. 1992). L’opéron de la pédiocine PA-1 est composé de 4 génes nommés : pedA (ou

papA), pedB (ou papB), pedC (ou papC') et pedD (ou papD). Ces quatre génes codent

xi



Awvant-Propos

respectivement pour la pré-pédiocine PA-1, la protéine d’immunité de la pédiocine PA-1,
une protéine accessoire de sécrétion et un ABC-transporteur impliqué dans 'export et le
clivage du signal peptide de la pédiocine PA-1 (BUKHTIYAROVA et al. 1994; MARUGG
et al. 1992; VENEMA et al. 1995). Plusieurs stratégies ont été explorées pour produire
la pédiocine PA-1 chez L. lactis de fagon hétérologue. L’une d’elle consiste a cloner I'en-
semble de Popéron de la pédiocine sous le controle du promoteur de la nisine A (RENYE
et SOMKUTI 2010). Une autre stratégie, dont le but est d’améliorer la production glo-
bale de la bactériocine en améliorant la sécrétion, est de remplacer le peptide signal de
la pédiocine PA-1 par le peptide signal de la protéine Usp45 ou par le peptide signal de
I'entérocine P, ce qui permet la sécrétion a travers le systéme Sec (L1 et al. 2011 ; MARTIN
et al. 2007a).

L’objectif de cette thése est d’optimiser les performances de production hétérologue de
bactériocines de la classe Ila chez L. lactis en augmentant la productivité et en améliorant
la fonctionnalité des protéines produites. Ces travaux de thése ont été réalisés au sein du
LIBio, laboratoire qui présente une expertise dans le domaine des bactéries de I'alimen-
tation et la biopréservation. Un des axes de recherche de 1’équipe porte notamment sur
I'utilisation de procédés biologiques pour la production de bactériocines. Une thése sur
Pexpression hétérologue de bactériocines utilisant E. coli comme hote a précédemment
été réalisée au sein de cette équipe (JASNIEWSKI et al. 2008¢). L’utilisation de L. lactis
comme nouveau modéle d’étude au laboratoire a nécessité d’établir, voire de mettre au
point, un certain nombre de méthodes de génie génétique et de génie fermentaire adaptées
a cette bactérie. Afin de doser rapidement et spécifiquement la pédiocine, un test ELISA a
également été développé au laboratoire. Une partie non négligeable de cette thése a ainsi
été dédiée a la mise au point de méthodes robustes et a la capitalisation d’expériences

afin que celles-ci puissent étre utilisées par le laboratoire de fagon pérenne.

Ce manuscrit est organisé en quatre chapitres :

- le premier chapitre est consacré a la revue bibliographique,
- le deuxiéme chapitre est dédié au matériel et aux méthodes,

- le troisiéme chapitre expose les résultats obtenus. Ce chapitre est séparé en quatre

sections :

1. La premiére est consacrée a la mise en place du systéme permettant la produc-

tion hétérologue de la pédiocine recombinante par L. lactis.

2. La deuxiéme section est consacrée a I’amélioration de ce systéme. Cette section

décrit 'impact de deux pro-peptides greffés a l'extrémité N-terminale de la

xii



pédiocine sur la productivité spécifique et le potentiel antibactérien de cette

bactériocine.

3. La troisiéme section est vouée au role de la protéine PedC dans la maturation
de pédiocine PA-1.

4. La derniére section est dédiée a la production hétérologue de la pédiocine chez

Carnobactérium maltaromaticum DSM20730.

- Le quatriéme chapitre est consacré a la discussion des résultats obtenus au cours de

cette thése et aux perspectives.
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Chapitre 1

Synthése Bibliographique

I.1 Les Bactériocines

Tous les organismes vivants produisent des peptides antimicrobiens, chez les bactéries
ces peptides, lorsqu’ils sont synthétisés par voie ribosomique, s’appellent des bactério-
cines. Le r6le des bactériocines est d’inhiber le développement d’autres micro-organismes.
L’homme les utilise pour la conservation des aliments, consciemment ou inconsciemment
depuis I’Antiquité. Cependant, ce n’est qu’en 1877 que Louis Pasteur et Francois Joubert
ont décrit le premier effet inhibiteur d’une souche sur une autre souche et il semble qu’une
bactériocine était responsable de cet effet (PASTEUR 1877; RILEY 2009). C’est en 1925
que la premiére bactériocine a été isolée et décrite a partir d’'un surnageant d’Escherichia
coli (GRATIA 1925). Actuellement, cette bactériocine est connue sous le nom de micro-
cine V (RILEY 2009). La "N inhibitory substance" (nisine) produite par Lactococcus lactis
subsp. lactis est la premiére bactériocine produite par une bactérie gram-positive a avoir
été identifice (MATTICK et HIRSCH 1947; ROGERS et WHITTIER 1928; WHITEHEAD
1933). Elle est aujourd’hui la seule bactériocine qui peut étre utilisée directement dans
les aliments comme additif alimentaire (E234) (COTTER et al. 2005b). Le sujet de cette
thése étant la pédiocine PA-1, une bactériocine produite par des Pediococci et des Lac-
tobacilli qui sont des bactéries gram-positives, seules les généralités et les propriétés des

bactériocines des bactéries gram-positives seront traitées.
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I.1.1 Définition

Les bactériocines sont définies comme étant des peptides ou des protéines antibac-
tériennes produites par des bactéries gram-positives (immunisées contre la bactériocine
qu’ils produisent via une protéine d’immunité) et synthétisées par voie ribosomique (COT-
TER et al. 2005a).

I.1.2 Classification des bactériocines produites par les bactéries
gram-positives

La premiére classification des bactériocines proposée est basée sur leur spectre d’action
(KLAENHAMMER 1988), la seconde classification est fondée sur les structures et les mé-
canismes d’action des bactériocines (KLAENHAMMER 1993). Cette derniére subdivise les
bactériocines en 4 classes décrites ci-dessous. Elle a été utilisée comme base pour établir
les nouvelles classifications (Tableau 1; COTTER et al. 2005a; DRIDER et al. 2006 ; NES
et al. 1996 ; REA et al. 2011).
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Tableau 1 — Classification des bactériocines adaptée de la classification de REA

et al. 2011.

Classe

Sous-classe

Classe 1

Peptides (< 10 kDa) modifiés
apres la traduction,
thermorésistants

Sous-classe Ia

Peptides contenant de la
lanthionine,
3-méthyl-lanthionine et des
résidus déshydratés.

Sous-classe Ib

Peptides contenant de la
labionine

Sous-classe Ic

Peptides comptant des
atomes de soufre liés & des
atomes de carbone

Classe I1I

Peptides (< 10 kDa), peu
modifiés, thermorésistants

Sous-classe IIa

Peptides ayant une activité
anti- Listeria et ayant une
séquence consensus
(YGNGVXCXK/NXXC) en

N-terminal

Sous-classe IIb

L’activité optimale de la
bactériocine dépend de la
présence de deux peptides

Sous-classe Ilc

Les extrémités N- et C-
terminales sont liées aprés la
traduction par une enzyme

Sous-classe IId

Peptides de la classe II ne
pouvant étre classés dans les
autres classes

Classe III

Protéines (> 10 kDa),
thermosensibles

Sous-classe I1IIa

Protéines lytiques

Sous-classe IIIb

Protéines non-lytiques

Classe IV

Bactériocines possédant une
composante lipidique ou
glycosydique
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a) Classel

Les bactériocines de la classe I sont des peptides ( < 10 kDa) thermorésistants modifiés
post-traductionnellement. Les génes impliqués dans la synthése de ces bactériocines sont
localisés sur le chromosome bactérien (e. g. subtiline), sur des transposons (e. g. nisine) ou
sur des plasmides (e. g. épidermine) (IKUIPERS et al. 2011). Tous les génes impliqués dans
la biosynthése (lanBC, lanM et lanL), 'immunité (lanl, lanEFG), la régulation (lanRK),
I'export (lanPT) et le géne codant la pré-bactériocine (lanA) peuvent étre organisés en
un ou plusieurs opérons (KUIPERS et al. 2011; NES 2011). Dans les premiéres classifica-
tions, la classe I ne comporte que les lantibiotiques ("lanthionine containing antibiotics")
(KLAENHAMMER 1993 ; NES et al. 1996). Avec la découverte de nouvelles classes de bac-
tériocines modifiées post-traductionnellement (i. e. labyrinthopeptine, sactibiotique), la

classification des bactériocines modifiées post-traductionnellement a été révisée :

e Sous-classe Ia (lantibiotique) : la sous-classe Ia regroupe des peptides antimicro-
biens appelés les lantibiotiques (e. g. nisine A, subtiline). Ils contiennent des acides
aminés modifiés post-traductionnellement (i. e. lanthionine, B3-méthyl-lanthionine,
déshydroalanine, déshydrobutyrine; Figure 1) (REA et al. 2011). Trois fagons de

classer les lantibiotiques ont été proposées :

1. Une classification basée sur la similarité des peptides signaux (COTTER et al.

2005a ; PIPER et al. 2009) permet de diviser les lantibiotiques en 12 sous-types.

2. Plusieurs enzymes étant responsables de leur maturation, une classification
selon ce critére a été établie (WILLEY et DONK 2007) :

i. Dans la premiére sous-classe, la déshydratation des résidus thréonine et
serine est réalisée par I'enzyme LanB, la formation des ponts thioéthers est
réalisée par 'enzyme LanC, 'export est assuré par un ABC-transporteur

(LanT) et le peptide signal est excisé par LanP.

ii. Dans la sous-classe II, une seule enzyme est responsable de la déshydra-
tation et de la formation des ponts thioéthers (LanM). Ici, I'excision et

I'export se font via la méme enzyme (LanT).

iii. Il existe une troisiéme et une quatriéme sous-classe regroupant des "lantibiotic-
like peptides". Ces peptides n’ont pas d’activité antibactérienne connue. Ils

sont modifiés par des enzymes homologues de LanC, LanB, LanM.

2. Une autre classification par type a été basée sur le mode d’action et la structure

des lantibiotiques. Le type A regroupe des lantibiotiques ayant une structure
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linéaire et le type B des lantibiotiques globulaires. Les lantibiotiques du type C

sont des lantibiotiques dont I'activité optimale dépend de la présence de deux
peptides (e. g. lacticin 3147) (REA et al. 2011).

‘fn% *fn\;j?‘ *4:: ?L# v:ﬁ»

g M.
&0 Q_, ®
Lanthionine p-methyl-lanthionine

FIGURE 1 — Structure de la nisine (A) produite par L. lactis; structure des
résidus d’acide aminé inhabituels : lanthionine (B) et B-methyl-lanthionine
(C) adapté de LOHANS et VEDERAS 2014

e Sous-classe Ib (labyrinthopeptine) : les peptides de cette classe sont aussi appelés
les labyrinthopeptines (MEINDL et al. 2010). Ces bactériocines possédent un acide

aminé carbocyclique particulier, la labionine (e. g. labyrinthopeptine A2).

e Sous-classe Ic (sactibiotique) : cette classe est caractérisée par des bactériocines
ayant au moins une cystéine dont ’atome de soufre est lié au carbone o« d’un autre
acide aminé (e. g. thuricine CD, subtilosine A) (REA et al. 2011).

b) Classe II

Les bactériocines de la classe II sont des peptides (< 10 kDa) thermorésistants peu
modifiés aprés la traduction (ELISINK et al. 2002). Cette classe a été subdivisée en 4

sous-classes :
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1. La sous-classe ITa (ou "pediocin-like bacteriocins") regroupe des peptides ayant
une activité anti-listeria et une séquence consensus YGNGVXCXK/NXXC en N-
terminal (COTTER et al. 2005a; NISSEN-MEYER et al. 2009). Cette sous-classe a
été subdivisée en 4 sous-groupes selon les similarités et les différences des domaines
C-terminaux (Figure 2; NISSEN-MEYER et al. 2009). C’est dans cette classe que se

trouve la pédiocine PA-1.

2. La sous-classe IIb est composée de bactériocines a deux composantes, c’est-a-dire
que leur activité optimale dépend de ’action conjuguée de deux peptides (e. g.
thermophiline 13, brochocine C). Ceux-ci peuvent étre actifs indépendamment 1'un
de 'autre mais une synergie d’action est observée quand les deux peptides sont
présents (NISSEN-MEYER et al. 2009; OPPEGARD et al. 2007). Les bactériocines
de cette classe semblent avoir un motif consensus GxxxG nécessaire a l'activité
antimicrobienne (SENES et al. 2004). Les similarités du motif GxxxG ont été utilisées
pour diviser les bactériocines de cette classe en deux sous-groupes A et B (NISSEN-
MEYER et al. 2009).

3. Initialement, dans la classification de KLAENHAMMER 1993, la sous-classe llc re-
groupait des bactériocines activées par réduction de groupements thiols. Il a par
la suite été proposé d’y regrouper les bactériocines sécrétées par le systéme géné-
ral de sécrétion des bactéries (secretion system comples ; systéme Sec) (NES et al.
1996). Dans I'une des derniéres classifications, cette sous-classe regroupe les bac-
tériocines cycliques (e. g. carnocyclin A, gassericin A, uberolysin) (COTTER et al.
2005a) dont la circularisation est catalysée par une cyclase qui lie 'extrémité N-
terminale a Uextrémité C-terminale (MAQUEDA et al. 2008). Il a aussi été envisagé
de créer une classe V spécifique des bactériocines cycliques (GABRIELSEN et al.
2014 ; KEMPERMAN et al. 2003). Les bactériocines de cette sous-classe sont divisées
en deux sous-groupes selon leurs propriétés physico-chimiques et les similarités de
leur séquence protéique (GABRIELSEN et al. 2014).

4. La sous-classe I1d (ou "non-pediocin-like peptide") : regroupe des bactériocines de la
classe II qui ne peuvent pas étre placées dans les autres sous-classes (e. g. thuricin
17, leucocine @, aureocine A53) (COTTER et al. 2005a ; NISSEN-MEYER et al. 2009).



TTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTT

10 20 30 40 20
THEGR Y YEGHNGV YCTENECTVIWAEETTC TAGMS TIGEF LECE TIHCEEE

Entérocine L

Soms-eronge 1 Divercine V41 e T'E Y YEHEV Y CHSERCWVHWERE SEC TGN TV VEEWLEEE 1)
Divergicine M35 o TEYjGHG“”ﬁHQFEh”FDMCTHQGFIﬂHH“"IGuLGGGI
Coaguline & R E v YENE Y TCEEH SC SV WERA TTC T TNNEAMA 1E TEEHOE THEC
Pédiocine PA-1 L I v /GNEV TCERH SCSVEWERA TTC I INNEAME Wl TEEHOGHHEC
Piscicocine CS526 e £ ¥ YENE T, SHNERE X TVEWE TA TE T TENNAREN 8 TECARE XNE
Sakacine P . R £ ¢ YENE VHEEEH SETVEWETE TEN TENNARAN 1A TEENEEINE
Listériocine 743A R E 5 YENE VECREERCHVEWE SA TS T TENN SEEN A TEGRAE E S
Mundticine K8 s = YENE U SCHEEEC SV ENERA TE T TENN SARNT.A TECRRE (IE S
Mundticine R E Y YENE T SCNERGC SVRWEERS T6 T TENNSARNTA TECARESE
Piscicoline 126 SRR K ¢ YENE Y SCNENGC TVRWSRA TE T TGNNEARNT TTECARE N FE|
Sakacine 5X R E ¥ YENEL SCNE SECSVEWSEATS T TENNAVANT TTECAREE S
Leucocine C et Fill YENE VHC TEEGC SVEWE YAWTH TANN SVMNEL TEENAE HR
Sous-groupe 2 Tactococcin MMEIL e T S YENEVHCHE SECHINVSELE T YRAE TV SEERE 111
Leucocine & R E ¢ YENE VHC TE SEC SYNWEER F SEEVHRLENGENE F 10
Mesentericin Y105 dadadadey 1 T Y S B WHID UK S SV WIS S Sas | HE LERNGENG B
Sakacine G SRR E ' TENE Y SCHSHEC SVNWEQAWTCEVNHLANGEHE v
Plantaricine C19 R E ¥ YENE L SCSEEGCTVRWECAF SCEVNRVA TACHER
Plantaricine 423 N - 1 VIEME v TCERH ST ”“NMGrE7EC;T:hAAH EGHERC
Sous-groupe 3 A B : . e . B .
e IulsncmIUEEEEEWfNKﬁENKgaITGIvIGGHg_EAgGMG
SYBNEVYCNNSRCWVNWEEARENTBE TV SEWASELAGMEH
oms Eapnpe:h TETGRGLYCHEEF; unﬂNQAFGEICFIIvHGH"uHe;wt-

TETGNGLECHEEKE JD”HQEFPEIFFIITHF“ JNH

EYYGREVHCGEET FD”G%%TE“IGFII NG”TPHEITQFP
e s T T TERE Y Y FHFQFC”TEWSREF I E I TIOREVEAYVHNGE TF”LGCIEGP
VHYGNGEVSCSETEC SVNWEHA F EEITEGINJ:?SG?ASGECLIGP'”

T P P

Ficure 2 Alignement des bactériocines de la sous-classe Ila d*aprés NISSEN-MEYER ef af. 2009. La claggification
an 4 soug gronpes est basée sur les similarités en les différences des domaines C terminany. Les résidus agparagines (N, aspartates
(TH, ghitamines (€ st glutamates (F] sont en vern: les véidus dsolencines (T, leucines (T et valines (V] sont en violer: les
riwicng rryproplianes (W) tyrosines (Y1 ot phenslalanines (F) sont enonodv: les vésicns cestéines () sont e gis fonee: Jos
esiclus alanines (A1 ol glycioes (G sont en orange, los eésidus areinines (R), lvsines (KO el histidines (10 sonu en blen pale; les
resiclus prolines () soul cu oris eldr ) los résidus melhionines (A1) sonl e blea [oned, Lo position 22 exs)owwe position chiaroicrs
cacaclicisée por Lo présence dha eéside DN Cetwe réelon charniéee sépare [ réelon M-terwinale de L réeion C-lerminale,

77

BRI TIDG 7T



Chapitre 1. Syntheése Bibliographique

c) Classe III

Les bactériocines de la classe IIT sont des protéines (> 10 kDa) thermosensibles. Cette

classe a été divisée en deux sous-classes selon leur mécanisme d’action (BAKKAL et al.
2012) :

1. La sous-classe Illa est composée de bactériolysines qui induisent I’hydrolyse du

peptidoglycane de la bactérie cible (e. g. lysostaphine, zoocine A, entérolysine A).

2. La sous-classe IIIb est composée de protéines dont 'activité antimicrobienne n’im-

plique pas la lyse de la bactérie cible (e. g. Helvecitin J).

d) Classe IV

Il existe une classe IV (KLAENHAMMER 1993) qui regroupe des bactériocines couplées a
une partie non protéique (lipide, oligosaccharide). De nos jours, son existence est contestée
car il semble n’y avoir aucune preuve concréte de Uexistence de ces bactériocines (COTTER
et al. 2005a). Cependant, il a été montré récemment que la sublancine 168, produite
par Bacillus subtilis 168, est glycosylée au niveau du groupement thiol de I'une de ses
cing cystéines (STEPPER et al. 2011). Avant cette découverte, cette bactériocine était

considérée comme un lantibiotique. Cette découverte remet donc en cause sa classification.

I.1.3 Applications des bactériocines

a) Application en agroalimentaire

De nos jours, les bactériocines sont utilisées sciemment ou non dans les produits fer-
mentés. On dénombre trois facons d’ajouter des bactériocines dans les aliments dans un
but de conservation (COTTER et al. 2005a) :

1. Elles peuvent étre produites directement dans l'aliment wvia une bactérie qui fait
partie de la flore alimentaire (HOLZAPFEL et al. 1995).

2. Elles peuvent étre ajoutées directement dans I’aliment. A ce jour, seul la nisine A
peut étre ajoutée sous forme purifiee ou semi-purifiée (Nisaplin, Dupont-Danisco,

Copenhagen, Denmark).

3. La souche productrice peut étre ajoutée comme ingrédient sous forme de ferment. A

notre connaissance, le seul exemple est la pédiocine PA-1 produite par Pediococcus



1.1. Les Bactériocines

acidilactici (ALTA 2431, Quest International, Sarasota, Florida, USA) (RODRI-
GUEZ et al. 2002), ou par Lactobacillus plantarum (HOLDBAC®, Dupont-Danisco,
Copenhagen, Denmark)

Avec le rejet de plus en plus croissant des consommateurs quant aux conservateurs ali-
mentaires chimiques, les bactériocines apparaissent comme des bio-conservateurs naturels
attractifs car elles sont synthétisées par voie biologique (ABEE et al. 1995; CLEVELAND
et al. 2001 ; CUI et al. 2012 ; ENNAHAR et al. 1999).

b) Applications médicales

Avec 'apparition de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques (FRENCH 2010 ; NEU
1992), I'utilisation directe des bactériocines en santé humaine ou vétérinaire est envisa-
gée. De nombreuses études ont démontré le fort potentiel clinique des bactériocines comme
anti-infectieux et deux bactériocines ont fait I’objet de brevets pour de telles applications.
En santé humaine, Biosynexus Incorporated (Gaithersburg, USA) développe sous licence
I'utilisation de la lysostaphine pour traiter des infections aux staphylocoques et la nisine
A pour traiter des infections cutanées. En santé vétérinaire, ImmuCell Corporation (Port-
land, USA) développe une infusion a base de nisine appelée Mast Out®pour traiter les
mammites chez la vache (COTTER et al. 2013).

La plupart des études sur 'utilisation clinique des bactériocines concernent les lan-
tibiotiques. Pour évaluer leur potentiel comme médicament, des tests d’activité ont été
réalisés sur des souches pathogénes résistantes aux antibiotiques. Il a été montré que la
lacticine 3147, Pep5, la nisine A et leurs variants modifiés par ingénierie sont efficaces pour
inhiber la croissance de Staphylococcus aureus (dont des souches résistantes a la méticil-
line), d’entérocoques (dont des souches résistantes a la vancomycine), des streptocoques,
des Clostridia et des Propionibacteria (GALVIN et al. 1999 ; PIPER et al. 2009).

Le potentiel thérapeutique des lantibiotiques a aussi été évalué in vivo. Les premiers
tests sur animaux ont démontré que les lantibiotiques comme la mersacidine peuvent
permettre de traiter une infection aux staphylocoques dorés chez la souris (KRUSZEWSKA
et al. 2004). Il a aussi été démontré, chez la souris, qu'une infection par Streptococcus
pneumoniae pouvait étre traitée par injection de nisine. En science vétérinaire, la lacticine
3147 s’est montrée efficace pour traiter des mammites chez la vache (RYAN et al. 1999).

L’utilisation clinique des bactériocines de la sous-classe Ila a aussi été évaluée. L’ef-
ficacité de la divercine RV41 produite par Carnobacterium divergens pour traiter une
infection de Listeria monocytogenes, a été testée chez la souris. La divercine RV41, ainsi

que des divercines V41 modifiées par génie génétique (modification d’acides aminés par

9
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substitution) se sont montrées efficaces pour traiter une infection par L. monocytogenes
(RIHAKOVA et al. 2010).

La nature protéique des bactériocines les rend incapables de diffuser librement dans les
cellules du corps humain, c’est-a-dire qu’elles ne peuvent pas cibler des pathogénes intra-
cellulaires comme L. monocytogenes ou Mycobacterium tuberculosis et qu’elles ne peuvent
pas étre administrées par voie orale (HEEL et al. 2011). Pour circonvenir ce probléme, des
bactériocines de la classe Ila ont été encapsulées dans des liposomes et leur capacité a ci-
bler M. tuberculosis dans des macrophages de souris a été évaluée. Les résultats montrent
que cette stratégie permet de réduire la charge de la bactérie M. tuberculosis dans les
macrophages et de prolonger la vie des souris (SOSUNOV et al. 2007).

L’un des désavantages des bactériocines produites par les bactéries gram-positives est
qu’elles ne ciblent pas les bactéries pathogénes gram-négatives. Pour résoudre ce probléme,
il est possible de combiner des antibiotiques avec ces bactériocines. Par exemple, il a été
montré que le spectre ainsi que 'activité de la pédiocine PA-1 augmente lorsque celle-ci
était utilisée en combinaison avec un antibiotique (la polymyxin E). Un effet synergique
entre ces deux composants contre L. monocytogenes et E. coli a été décrit. (NAGHMOUCHI
et al. 2010, 2011).

1.2 Bactériocines de la sous-classe Ila

I.2.1 Génétique des bactériocines de la sous-classe Ila

Les génes nécessaires a la production des bactériocines de la sous-classe Ila sont orga-
nisés sous forme d’un ou de plusieurs opérons regroupés. Ces génes peuvent étre localisés
sur le chromosome bactérien ou sur un plasmide. Généralement, quatre génes sont néces-
saires a la synthése d’'une bactériocine de classe II : un géne codant la pré-bactériocine
(Figure 3; géne A), un géne d’immunité (Figure 3; géne B), un géne de sécrétion (Figure
3; géne D) et un géne de fonction mal connue et annoté comme codant une protéine
accessoire de sécrétion (Figure 3; géne C). Le locus peut également comprendre jusqu’a 3
génes impliqués dans la régulation de 'expression via un systéme a trois composants. Ces
trois génes codent une protéine histidine kinase (HPK), une protéine de régulation (RR),
et un facteur d’induction (IF) (Figure 3; NES et al. 1996).
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le géne IF pour un pré-facteur d’induction, le géne HPK pour une Protéine Histidine Kinase, le géne RR pour une protéine de
régulation, le géne D encode pour un transporteur ABC
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I.2.2 Biosynthése des bactériocines de la sous-classe Ila

Les bactériocines sont synthétisées par des ribosomes dans le cytoplasme de la bactérie
productrice sous forme de pré-bactériocines composées de deux parties : le peptide signal et
la bactériocine mature. Le peptide signal est indispensable a la sécrétion de la bactériocine.
Il aurait deux roles : en réduisant l'activité de la bactériocine, il protégerait la bactérie
productrice jusqu’a I’export de cette derniére (aprés ’export de la bactériocine, la protéine
d’immunité assure la protection de la bactérie productrice) et a également pour rdle
I'adressage de la bactériocine vers le systéme de sécrétion (NES et al. 1996). Les peptides
signaux des bactériocines de la sous-classe Ila sont du type double glycine, c¢’est-a-dire
qu’ils sont caractérisés par la présence de deux glycines en amont du site de clivage du
peptide signal. C’est au moment de 1’export que le peptide signal est clivé (ENNAHAR
et al. 2000; NES et al. 1996). Le peptide signal permet P’adressage vers un complexe
protéique transmembranaire nommé systéme de transport dédié (DTS) impliqué dans la
sécrétion de la bactériocine (Figure 4) ou par le systéme général de sécrétion (Secretion
System Compler, Sec; Figure 5) de la bactérie (NES et al. 1996).

Le DTS est composé d’un transporteur & ATP Binding Cassette (ABC) et, dans certain
cas, d'une protéine accessoire de sécrétion. Le transporteur ABC a deux fonctions : I'ex-
port de la bactériocine aprés hydrolyse d’un adénosine triphosphate (ATP) en adénosine
diphosphate (ADP) et I'excision du peptide signal. Les protéines accessoires de sécrétion
qui font partie du DTS semblent étre des homologues de la protéine HlyD (VENEMA
et al. 1995). HlyD est une protéine d’E. coli dont le role est de faciliter la sécrétion de
I’haemolysine A. Il est supposé que les protéines accessoires de sécrétion ont le méme role
pour toutes les bactériocines de la sous-classe Ila (VENEMA et al. 1995).

Certaines bactériocines de la classe ITa comme la divergicine A (WOROBO et al. 1995),
I'acidocine B (LEER et al. 1995) et I'entérocine P (CINTAS et al. 1997) sont sécrétées via le
systéme Sec de la bactérie productrice, qui permet I’export de protéines non-conformées.
Dans ce systéme, le pore a travers la membrane est formé par le complexe protéique
SecYEG. Ce complexe est aussi appelé translocase et est associé & SecA, une ATPase, qui
fournit I’énergie nécessaire a 'export des protéines. Il existe deux mécanismes de sécrétion
via ce systéme. Dans le premier, la protéine est synthétisée au contact de la machinerie
de sécrétion et est exportée au fur et & mesure de sa synthése par le ribosome. Dans le
deuxiéme mécanisme, la protéine est synthétisée dans le cytoplasme et est ensuite prise
en charge par les chaperonnes SecB, GroEL, DnaJ ou DnaK puis dirigée vers SecA. Au
niveau de SecYEG, il y a hydrolyse d’'un ATP par SecA, clivage du peptide signal et export
de la protéine. La maturation de la protéine n’a lieu qu’aprés passage au travers de la

membrane. L’acquisition de la conformation finale de la protéine est en compétition avec
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Proteine accesoire
de sécrétion

Milieu extracellulaire

Transporteur
ABC Membrane cytoplasmique

Cytoplasme

Peptide signal

Frcurr 4 Transporteur ABC des bactériocines de la sous-classe ITa adapté de
WANDRRSMAN 1998, Dans le cyloplasme, Ta baclériocine est svnthélisés sous la lorne
d'une pré-bactérocine possédant un peptide signal de type double glyeine. Lo peptide
signal est reconnm par un demaine protéolytigue (P) situé & Pext@nité du downasine N-
terminal du transportenr ABC. Le vdle de ce domeaine protéolvtigue est de cliver le peptide
signal directement aprés cos deux glycines, ce qui permet Pexport de la bactérioeine dans
le milien extracellulaire. La séerdétion wie co systéme nfcessite une protéiue accessoire doe
séerction similaire A la protéine IlyD & E. eoli (VEXEMA of ol 1995; WANDERSMAN
1998).

sa dégradation par des protéases. Celle compétilion permiel 4 la baciérie de secvéler e
Facon oplimale des proléines coreclement conformées. La maluralion de la proléine peul
&ire réalisée par des facieurs extracellilaires. Parmi les [acteurs extracellulaires implicés
dans acquisition de la structure tertiaire de la protéine, on irouve les Lhiol-disullides
oxvdoréductases (TDOR). Chez B subtilis, il en existe 4 (BdbA, BdbD, BdbC ¢t BdbD)
impliqués dans la maturation des ponts disnlfures des protéines séerétées, Cos protéines
sont soit localisées sur la face externe de la membrane soit transmembranaires. Aprés
avolr acquises leay conformation finale, les protéines traversent la paroi. Celles qui ne la
traversent pas suffisamnent rapidement sont dégradées par des protéases { WELY ef of.

2001).
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FIGURE 5 — Sécrétion de protéines wia le systéme Sec adapté de MORI et
ITo 2001. Les protéimes qui sont sécrétées ma le systéme See sont synthétsées dans
le cyioplasme en [usion avec un peptide signal {1). Ce peptide signal esl reconnu par
une protéine chaperonne nommd SeeB. SceB pennet [a liaison de Lo protéine an complese
SeeYTLG en se liant 4 PATPase Seed (2 et 3). Liengagemoent de la protéine dany le complexe
SecY LG nécessite que SecA soit lide & un ATP (4). L'export et le clivage du peptide signal
nécegsitent Phyvdrolyse de FATDE en ADDP (5, 6 ol T)

1.2.3 Reégulation de la biosynthése des bactériocines de la sous-
classe 1la

Pour beaucoup de baclériocines de la sous-classe 1la, la régulacion de la biosyolhése
fait appel 4 un systéme A trois composants o 4 la détection du grorurn (Tigure 6). T1
a élé moniré que le sysléme est composé d'une [IPK transmembranaire, d'une proléine
BRI exvtoplasmigne of diun 1F. Dany e systéne, UIF s'aceamule dans Lo milion de ealtare
pendant la phase de croissance de la bactérie jusqu’a une valeur seuil pour laguelle il
v a activation de VHPK. Une [ois acltivée, HIPIK va en cascade activer Pexpression does
genes permettant la blosynthése de la bactériocine. Liactivation des genes de régulation
conduil done A une boucle d'auto-activation qui permet augmentation de la production
de bactériocines (ENNATIAR ef of. 2000). Senle la divercine VAL semble faire exception
ct étre unigquement régulée par un systéme a deux composants; dans ce cas le facteur

d'induction est la baciériocine elle-méme (ENNALAR ef al. 2000 ; Meniviek el af. 1998).

14



1.2. Bactériocines de la sous-classe 1la

La régulation de la biosynthése de la carnobacteriocine B2 fait appel & un systéme a
trois composants mais aussi a un systéme a deux composantes. (ENNAHAR et al. 2000 ;
KLEEREBEZEM et al. 2001 ; QUADRI 2003).

Il a été montré qu’il existait d’autres types de régulation n’utilisant pas la détection
du quorum. Il semble que les facteurs environnementaux comme la température, la force
ionique ou encore le pH soient également capables d’induire leur biosynthése (CINTAS et
al. 1997 ; DIEP et al. 2000 ; FIMLAND et al. 2000 ; GURSKY et al. 2006 ; LEROY et VUYST
1999).

Le systéme de régulation de la biosynthése de certaines bactériocines reste encore
inconnu. Par exemple, en ce qui concerne la pédiocine PA-1, il n’existe aucune régulation

de la biosynthése faisant appel a la détection du quorum (RODRIGUEZ et al. 2002).

I[.2.4 Role des différentes structures et régions des bactériocines
de la sous-classe Ila

Les bactériocines de la classe II sont des peptides constitués d’environ 37 a 48 acides
aminés. Elles ont une charge positive nette, avec des valeurs de point isoélectrique (pI)
allant de 8 4 10 (DRIDER et al. 2006 ; NES et al. 1996), sont hydrophobes, thermostables
et ne subissent pas ou peu de modifications post-traductionnelles (NES et al. 1996). Les
études de résonance magnétique nucléaire (RMN) et de dichroisme circulaire montrent
que les bactériocines de la sous-classe Ila semblent non structurées en milieu polaire
(aqueux) et se structurent seulement au contact d’environnement mimant les membranes :
trifluoroéthanol, micelles de dipalmitoylcholine ou sodium dodécylsulfate (SDS) (Figure 7;
ENNAHAR et al. 2000; FIMLAND et al. 1996). Elles possédent deux régions : une région

N-terminale et une région C-terminale, de conformations différentes.
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FIGURE 7 — Structure tridimensionnelle des bactériocines de la sous-classe
ITa. Les bactériocines de la sous-classe ITa possédent toutes un pont disulfure dans leur
région N-terminale. Les extrémités C-terminale (Ct) et N-terminale sont indiquées (Nt).
Les structures ont été déterminées par spectrométrie RMN dans un solvant dodecylphos-
phocholine (DPC) (A, B, C et D) ou dans un solvant 2,2,2-trifluoroethanol (TFE) (E
et F). (A) structure d’une sakacine P pour laquelle un pont disulfure a été ajouté dans
la région C-terminale pour mimer la structure de bactériocines du sous-groupe 1 de la
sous-classe ITa ayant deux ponts disulfures et (B) Structure de la sakacine P sauvage.
En présence de DPC, la région N-terminale de ces deux sakacines forme une structure
en S qui semble étre une réminiscence des trois feuillets 3 antiparalléles. La partie C-
terminale de ces deux sakacines forme une hélice « et une extrémité non structurée qui
se rabat sur I'hélice & pour former une structure en épingle a cheveux. Cette structure en
épingle a cheveux est stabilisée par le pont disulfure en région C-terminale (A), ou par
deux tryptophanes (B). (C) Structure de la curvacine A. En présence de DPC, la région
N-terminale de la curvacine A forme une structure en S qui semble indiquer la présence
d’'une structure en feuillets (3 antiparalléles. La partie C-terminale de la curvacine A est
formée par deux hélices « séparées par une région charniére. (D et E) Structure de la
leucocine A. En présence de TFE ou de DPC, la région N-terminale de la leucocine A se
structure en trois feuillets 3 antiparalleles et la région C-terminale en hélice «. La struc-
ture tridimensionnelle de la leucocine A apparait mieux définie en présence de TFE qu’en
présence de DPC. (F) Structure de la carnobactériocine B2. La carnobactériocine B2 est
composée d’une hélice « centrale et d’une région N-terminale déstructurée en présence
de TFE (FREGEAU GALLAGHER ef al. 1997; HAUGEN et al. 2005; UTENG et al. 2003 ;
WANG et al. 1999).
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a) La région N-terminale

La région N-terminale contient les 18-20 premiers acides aminés et s’arréte juste avant
un tryptophane qui est conservé dans la majorité des bactériocines de la sous-classe IIa.
Pour toutes les bactériocines de la sous-classe Ila, une séquence consensus YGNGV est
présente. La résolution des structures tridimensionnelles de certaines bactériocines (leuco-
cine A, sakacine P et curvacine A) suggére que la région N-terminale des bactériocines des
sous-groupes 1, 2 et 3 forme trois feuillets 3 antiparalléles (FREGEAU GALLAGHER et al.
1997; HAUGEN et al. 2005; UTENG et al. 2003). La résolution de la structure tridimen-
sionnelle de la carnobactériocine B2, une bactériocine du sous-groupe 4, semble indiquer
que sa région N-terminale est non structurée. La région N-terminale de la leucocine A
(sous-groupe 2) est composée d’acides aminés hydrophobes (Y2, H8, T10 et A24); chez la
carnobactériocine B2, ces acides aminés sont remplacés par des acides aminés hydrophiles
ou neutres (N2, S8 S10 et E24). La différence de composition en acides aminés entre
ces régions N-terminales peut expliquer en partie les différences de structure observées
(WANG et al. 1999).

Le mécanisme par lequel la région N-terminale des bactériocines de la sous-classe Ila
interagit avec la membrane a été étudié pour la sakacine P. En mesurant l'intensité de
fluorescence des tryptophanes de la sakacin P, il a été montré que la région N-terminale in-
teragit avec les phospholipides anioniques d’un liposome. Cette interaction permet ensuite
aux autres résidus de pénétrer dans la membrane lipidique. En mutant certains résidus
de la sakacine P, il a été démontré que le résidu V7 est inséré dans le coeur hydrophobe
de la membrane et que cet acide aminé favorise la pénétration des autres acides aminés
dans la membrane (FIMLAND et al. 2006).

Les charges positives de cette région semblent importantes pour l'activité de la mé-
sentérocine Y105 et de la sakacine P car, L’introduction de charges négatives dans cette
région conduit & une diminution de l'activité de la mésentérocine Y105 (MORISSET et
al. 2004). Chez la sakacine P, des expériences de mutagenéses aléatoires démontrent que
la charge positive la plus importante semble étre située entre les positions 11 et 18, les
charges en position 8, 1 et 43 semblant étre de moindre importance (KAZAZIC et al. 2002).
Un résultat similaire a été obtenu avec la mésentérocine Y105 a la position 8 ot une charge
négative est tolérée (MORISSET et al. 2004).

Les feuillets (5. Il a été suggéré que la fonction des feuillets 3 était de permettre
d’exposer favorablement le motif YGNGYV pour interagir avec un récepteur membranaire
(FLEURY et al. 1996 ; FREGEAU GALLAGHER et al. 1997). Dans le cadre de cette hypo-

thése, le motif YGNGV interviendrait dans la premiére étape de fixation de la bactériocine
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a la membrane en stabilisant la structure en feuillet 3 (CHEN et al. 1997a,b; FIMLAND
et al. 1996). La structure en feuillet  permettrait alors la formation d’un bloc de résidus
chargés positivement, ce qui faciliterait la pénétration dans la membrane (CHEN et al.
1997a,b).

La séquence YGNGYV fait partie d’un feuillet 3 et semble jouait un role dans I'activité
anti-Listeria des bactériocines de cette classe (CHEN et al. 1997a; NISSEN-MEYER et al.
2009). Par exemple, le remplacement de ce feuillet 3 par un coude f chez la leucocine A
a un effet négatif sur I'activité (BODAPATTI ef al. 2013). Cependant, d’autres bactériocines
ayant une altération dans ce motif n’ont pas de perte d’activité vis-a-vis des bactéries du

genre Listeria (ICANATANI et al. 1995 ; SUZUKI et al. 2005).

b) La région C-terminale

La région C-terminale s’étend du tryptophane conservé en position 18-20 au dernier
acide aminé de la bactériocine. Dans les sous-groupes 1, 2 et 4 cette région présente
une hélice o amphiphile alors que celle du sous-groupe 3 en présente deux (Figures 8 et
9; HAUGEN et al. 2008). Cette région se termine par une extrémité flexible qui forme
une structure en épingle a cheveux en se rabattant sur I'hélice « (UTENG et al. 2003).
Certaines bactériocines du sous-groupe 1 possédent en position 13 un aspartate conservée
dont le role serait d’assurer la flexibilité de la bactériocine (DRIDER et al. 2006 ; JACK
et al. 1995; NISSEN-MEYER et al. 2009).

La fonction de la région C-terminale de la pédiocine PA-1 (du sous-groupe 1) a été
étudiée en échangeant les régions C-terminales des bactériocines pédiocine PA-1, sakacine
P (sous-groupe 1), leucocine A (sous-groupe 2), et curvacine A (sous-groupe 3). Les ré-
sultats de cette étude ont montré que lorsque la région C-terminale de la sakacine P est
fusionnée a la région N-terminale de la pédiocine PA-1, une bactériocine ayant le spectre
d’action de la sakacine P est obtenue. Des résultats similaires ont été obtenus en réalisant
d’autres réarrangements entre les régions C-terminale et N-terminale. Il en a été déduit
que la région C-terminale détermine le spectre d’action des bactériocines de la sous-classe
ITa (FIMLAND et al. 1996).

Une autre étude sur la région C-terminale des bactériocines du sous-groupe 1 a montré
qu’'un peptide de 15 résidus correspondant a la région C-terminale de la pédiocine PA-1 est
capable de diminuer I'activité de la pédiocine PA-1 et de ’entérocine A. Ce phénoméne est
probablement dii & une compétition entre le peptide de 15 résidus et les deux bactériocines.
La région C-terminale pourrait donc étre impliquée dans la fixation des bactériocines de

la sous-classe Ila a une cible moléculaire sur la membrane de la bactérie (FIMLAND et al.
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1998).
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F1GURE 8 — Insertion des bactériocines de la sous-classe Ila dans la membrane
bactérienne (sous-groupe 3) d’aprés HAUGEN et al. 2008. Insertion de la curvacine
A dans la membrane bactérienne (A). Le domaine N-terminal et 'hélice centrale sont
insérés a l'interface de la membrane. La région charniére ainsi que la deuxiéme hélice sont
insérées dans le cceur hydrophobe de la membrane. Le résidu G28 permet a la deuxiéme
hélice de s’insérer dans le cceur hydrophobe de la membrane. (B) Position de I’hélice
centrale a l'interface membranaire. Le résidu A22 de I’hélice centrale est positionné prés
du coeur hydrophobe de la membrane. La région C-terminale est composé d’une deuxiéme
hélice composée d'un motif GxxxGxxxGxxG ("GxxxG-like") formé par les G29, G33, G37
et G40. Il est probable que ces glycines forment un domaine de liaison avec un récepteur
membranaire sur la membrane de la bactérie cible.

Hélice o. Le principal role de I’hélice « serait de permettre 'insertion dans la membrane.
L’orientation oblique de I’hélice o dans I'interface hydrophobe/hydrophile de la membrane
faciliterait sa pénétration (BENNIK et al. 1998). Une analyse de mutagenése des acides
aminés de 1'hélice « de la pédiocine PA-1 a montré I'importance des résidus K20, A21,
T23, N27 et A34 dans I'activité de la pédiocine PA-1. Il semble que ces acides aminés soient
impliqués dans la liaison & un récepteur membranaire sur la bactérie cible (HAUGEN et al.
2011).
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Les acides aminés aromatiques de la région C-terminale. Dans la majorité des
bactériocines de la sous-classe Ila, un tryptophane est présent au début de la région
C-terminale (i. e. au début de I’hélice «). Un autre tryptophane est présent en fin ou
au milieu de I'hélice o. Il semble que lorsque ce tryptophane est absent, celui-ci soit
remplacé par une phénylalanine (FIMLAND et al. 2002b; FLEURY et al. 1996 ; MILLER
et al. 1998a). La substitution de ces résidus provoque une perte d’activité significative
(FLEURY et al. 1996; MILLER et al. 1998a). En outre, La substitution ayant le moins
d’impact sur l'activité est celle effectuée avec une phénylalanine, indiquant la nécessité
d’un acide aminé aromatique a cette position (FIMLAND et al. 2002b).

Ces résidus aromatiques pénétrent dans la membrane lipidique durant I'étape d’an-
crage (BHUGALOO-VIAL et al. 1999 ; CASTANO et al. 2005). Il a été proposé que le role
de ces deux tryptophanes serait de perturber la membrane et ainsi de permettre ’inser-
tion de I'hélice «. Ils semblent également stabiliser I'insertion de la bactériocine dans la
membrane en stabilisant une structure en épingle a cheveux (Figure 9; MORISSET et al.
2004 ; NISSEN-MEYER et al. 2009).

c) Les ponts disulfures

Pont disulfure de la région N-termainale. Dans la région N-terminale des bacté-
riocines de la classe Ila, il existe un pont disulfure conservé. Chez la pédiocine PA-1, ce
pont est formé par les cystéines C9 et C14 et semble indispensable au maintien d’une
activité antibactérienne. Il permet probablement de stabiliser la structure en épingle a
cheveux {3 de la région N-terminale (MILLER ef al. 1998a). Dans le cas de la mésentero-
cine Y105, un résultat a démontré 'importance de la présence de ce ponts (FLEURY et al.
1996). Ce résultat entre en contradiction avec un autre ou lactivité de cette bactériocine
reste quasi intacte aprés réduction (SIMON et al. 2002). Pour d’autres bactériocines de
la classe Ila, comme la sakacine P, la curvacine A (E1JSINK et al. 1998), la sakacine A
(HOLCK et al. 1992) et la carnobacteriocine B2 (QUADRI et al. 1994), la réduction du
pont disulfure semble n’avoir qu’un effet modéré sur I'activité. Il a aussi été montré que
la réduction et lalkylation des cystéines de la leucocine A n’entrainait pas d’inactivation
de la bactériocine (HASTINGS et al. 1991).

Pont disulfure de la région C-terminale. Certaines bactériocines de la classe Ila
(e. g. la pédiocine PA-1, la divergicine M35, la divercine V41, I'entérocine A, la sakacine
G, la coaguline A et la plantaricine 423) possédent un pont disulfure additionnel dans

la région C-terminale. Pour étudier 'impact de cette structure chez la divercine V41, un
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traitement a 'aminopeptidase a été utilisé pour séparer le domaine N-terminal du domaine
C-terminal. A lui seul, le domaine C-terminal posséde une activité antimicrobienne. Aprés
la réduction du pont disulfure, ce domaine devient inactif. Donc, la conformation imposée

par ce pont est cruciale pour 'activité (BHUGALOO-VIAL et al. 1999).

Afin d’étudier le role de ce pont plus en détail, un second pont disulfure a été ajouté a
la sakacine P et le second pont de la pédiocine PA-1 a été supprimé. L’introduction de ce
second pont chez la sakacine P a permis d’augmenter le spectre et ’activité de la sakacine
P, alors que effet inverse a été observé sur la pédiocine PA-1 (FIMLAND et al. 2000). En
outre, la substitution du dernier tryptophane de cette sakacine P par une leucine ou une
asparagine a un effet presque nul sur 'activité. il en a donc été déduit, que tout comme
les tryptophanes encadrant I'hélice «, le second pont disulfure stabilise 'insertion de la
bactériocine dans la membrane en stabilisant la structure en épingle a cheveux (Figure 9;
FIMLAND et al. 2002b; KAUR et al. 2004 ; NISSEN-MEYER et al. 2009).

Feuillet ﬁ Charniare

L |
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Interf: y # Y
mneeml:rc:naire Vi ,/— { 62, .,«‘*"f-’. 1
Cha:‘:iére \/\\ \ ‘Q '
Coeur hydrophobe % ’ % !
A

de la membrane Epingle a cheveux B

FIGURE 9 — Modéle d’insertion des bactériocines de la sous-classe IIa (sous-
groupe 1 et 2) dans une membrane bactérienne d’aprés NISSEN-MEYER et al.
2009. La structure en épingle & cheveux de la région C-terminale est stabilisée par un pont
disulfure (A) (entérocine A, divercine V41, divergicine M35, coaguline A, pédiocine PA-1,
sakacine G, et plantaricine 423) ou par un tryptophane localisé a I'extrémité C-terminale
de la bactériocine.

22



1.2. Bactériocines de la sous-classe 1la

1.2.5 Meécanisme d’action des bactériocines de la sous-classe Ila

a) Adsorption via un récepteur membranaire

L’étape initiale de 'adsorption sur la membrane semble se faire via un récepteur
membranaire présent a la surface de la membrane de la bactérie cible (CHEN et al. 1997a,b;
FIMLAND et al. 1998). Il a été montré qu’il existe une corrélation entre la sensibilité
a la mésentérocine Y105 et le niveau d’expression de 'opéron mpt codant la mannose
perméase chez Enterococcus faecalis et L. monocytogenes (DALET et al. 2001 ; HECHARD
et al. 2001). Partant de cette expérience, les génes mptACD codant la mannose perméase
ont été exprimés chez L. lactis. L'expression des génes de la mannose perméase chez L.
lactis rend cette bactérie sensible aux bactériocines de la classe Ila (RAMNATH ef al.
2004). De plus, la délétion d’un géne codant pour un activateur de l'expression de la
mannose permeéase, permet une augmentation de la resistance de L. monocytogenes vis-a-
vis de la pédiocine PA-1 (VU-KHAC et MILLER 2009). Une banque de mutants de Listeria
innocua a permis de confirmer un lien entre I’absence d’expression de 'opéron mpt et une
résistance a la pédiocine PA-1 (XUE et al. 2005). La seule expression du géne mptC' étant
suffisante pour rendre L. lactis sensible, il semble que cette sous-unité soit le récepteur des
classes ITa. L’interaction se fait via une boucle extracellulaire de la protéine MptC (DIEP
et al. 2007; KJos et al. 2010; RAMNATH et al. 2004). Cette sous-unité en combinaison
avec la sous-unité MptD formerait le récepteur des bactériocines de la sous-classe Ila.
Néanmoins, le role de cette derniére est encore incertain. Elle pourrait étre impliquée
dans une interaction non spécifique avec la bactériocine durant la formation du pore ou
aiderait la sous-unité MptC a acquérir sa conformation dans la membrane (DALET et al.
2001 ; DIEP et al. 2007 ; KJOS et al. 2011). Bien que de nombreuses bactéries présentes des
mannoses perméases, les bactériocines ont généralement un spectre d’action plutot étroit,
souvent composé de bactéries phylogénétiquement proches de la souche productrice. Une
étude a montré que ces perméases pouvaient étre réparties en trois clusters dont un seul

peut servir de recepteur aux bactériocines (Kjos et al. 2009).

Sur trente souches mutantes de L. monocytogenes résistantes a la sakacine P, il a été
montré que le niveau d’expression de la mannose perméase pouvait étre soit augmenté,
soit diminué (TESSEMA et al. 2009). Cette étude suggére que malgré la corrélation précé-
demment établie entre le taux d’expression de la mannose perméase et la sensibilité aux
bactériocines de la sous-classe Ila, d’autres facteurs sont impliqués dans la sensibilité a
ces derniéres. Certaines études sur des liposomes suggeérent que la présence d’un récepteur

n’est ni nécessaire ni la seule explication quant a la sensibilité aux bactériocines de classe
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ITa. Ainsi, I'interaction entre la pédiocine PA-1 et la membrane lipidique semble reposée
sur des phénoménes électrostatiques (CHEN et al. 1998 ; CHEN et al. 1997a). En outre,
des analyses sur la membrane de bactéries L. monocytogenes résistantes aux bactériocines
de la sous-classe Tla ont révélé cette résistance était due a des modifications de la com-
position de la membrane en acides gras (NAGHMOUCHI et al. 2006 ; VADYVALOO et al.
2002), de sa D-alanylation et de sa lysinilation (VADYVALOO et al. 2004). Ces expériences
suggérent que la composition de la membrane joue un réle dans la reconnaissance de la

bactérie cible par la bactériocine.

b) Modéles de mécanismes d’action membranaire

Une fois sur la membrane, il existe trois modéles qui ont été établis pour expliquer
I’action des peptides antimicrobiens cationiques : le modéle en douve de tonneau, le modéle
en pore toroidal et le modéle en tapis (Figure 10).

Dans le modéle en douve de tonneau, les peptides interagissent entre eux pour former
une structure spécifique qui est semblable a la structure d’un canal ionique (WIMLEY
2010). Dans le modeéle en pore toroidal, il n’y a pas d’interaction spécifique entre les
peptides antimicrobiens; les peptides agissent sur la courbure de la membrane de fagon
coopérative pour former un pore toroidal (WIMLEY 2010). Dans le modéle en tapis, les
peptides s’accumulent & la surface de la membrane par interaction avec les tétes polaires
des phospholipides; les peptides peuvent pénétrer dans la bicouche lipidique a haute
concentration (BROGDEN 2005).

c) Actions des bactériocines sur la physiologie de la bactérie cible

L’interaction entre les bactériocines et la bactérie cible génére de multiples effets,
complexifiés par le fait que la réponse de la bactérie a la présence de bactériocines est
différente selon I’état physiologique de la souche cible (JACQUET et al. 2012). Au niveau de
la membrane plasmique, la bactériocine BLS P34 induit une modification de la répartition
en acides gras et phospholipides (MOTTA et al. 2008), et la mésentérocine Y105 entraine
une modification de la fluidité membranaire de Listeria monocytogenes (JASNIEWSKI et
al. 2008a,b). L’étude de Paction de la pédiocine PA-1 sur des liposomes a démontré que les
bactériocines pouvaient induire des fuites de composés intracellulaires comme des fuites de
potassium et d’acides aminés (CHIKINDAS et al. 1993). Ces fuites ont été mises en évidence
pour d’autres bactériocines de la sous-classe Ila : bavaricine MN (KAISER et MONTVILLE
1996), entérocine P (HERRANZ et al. 2001), la mésentérocine Y105 (JASNIEWSKI et al.
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A: Modéle en douve de tonneau B: Modéle en pore toroidal

C: Modéle en tapis

FIGURE 10 — Modéles d’insertion des peptides antimicrobiens dans une bi-
couche lipidique adaptée de WIMLEY 2010 et BROGDEN 2005. (A) Dans le modéle
en douve de tonneau, les peptides antimicrobiens adsorbés a la surface de la bicouche lipi-
dique s’agrégent et s’insérent pour former un pore. (B) Dans le modéle en pore toroidal,
les peptides antimicrobiens attachés a la surface de la bicouche s’agrégent et entrainent
la formation d’une courbure de la bicouche lipidique de facon a former un pore. (C)
Dans le modéle en tapis, les peptides antimicrobiens perturbent la bicouche lipidique en
s’accumulant parallélement & la surface de la bicouche.

2008a,b; MAFTAH et al. 1993), la mundticine (BENNIK et al. 1998), la piscicocine CS526
(SUZUKI et al. 2005).

L’altération de la fonction de la membrane plasmique est induite par les fuites de
composés et par l'interaction de la bactériocine avec cette derniére. Ceci a permis de
démontré que les bactériocines de la sous-classe I1a pouvaient conduire a la perturbation de
la force protomotrice de la membrane. Cette force résulte de deux gradients situés de part
et d’autre de la membrane plasmique : le gradient d’ions H™ (ApH) et le gradient d’ions
K* et Na® (AY). La pédiocine PA-1, la bavaricine MN;, et la divercine V41 perturbent
ces deux gradients (BHUGALOO-VIAL et al. 1999 ; CHIKINDAS et al. 1993 ; CHRISTENSEN
et HUTKINS 1992 ; KAISER et MONTVILLE 1996) alors que la mésentérocine Y105 et la
mundticine ne perturbent que le gradient AY (BENNIK et al. 1998 ; JASNIEWSKI et al.
2008a,b; MAFTAH et al. 1993). De plus, La perturbation du (AY) d’Enterococcus faecium
par lentérocine P est dépendante de 'état énergétique de la bactérie (HERRANZ et al.
2001).
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1.2.6 Protéines d’immunité des bactériocines de la sous-classe I1a

Les bactéries qui produisent des bactériocines de la sous-classe Ila produisent en pa-
ralléle une protéine d’'immunité cytoplasmique qui les protége contre I’action de leur bac-
tériocine (FIMLAND et al. 2005). Les protéines d’immunité peuvent étre spécifiques d’une
bactériocine ou spécifiques de bactériocines proches phylogénétiquement (FIMLAND et al.
2002a; JOHNSEN et al. 2004). En outre, comme la partie C-terminale de la bactériocine
semblerait responsable de son spectre d’action, il a été suggéré que cette région était res-
ponsable de la spécificité de la protéine d’'immunité via une interaction encore inconnue
(FIMLAND et al. 2002a; SPRULES et al. 2004).

Actuellement, aucune preuve expérimentale n’a montré une interaction physique di-
recte entre la bactériocine et la protéine d’immunité. Par ailleurs, comme la cette protéine
est intracellulaire, il est probable que la protéine d’immunité octroie une immunité vis-
a-vis de la bactériocine sans interaction direct. En accord avec cette hypothése, il a été
montré que la protéine d’immunité de la lactococcine A interagissait avec la mannose
perméase seulement si la lactococcine A est 1ié & cette derniére. Cette interaction permet
alors d’inhiber les fuites de composé intracellulaire (DIEP et al. 2007).

Les résultats ont aussi démontré que la protéine d’immunité de la lactococcine A ne
se lie & la mannose perméase que si la lactococcine A est liée & la mannose perméase et
que cette intéraction permet d’inhiber les fuites de composé intracellulaire (DIEP et al.
2007).

[.3 Expression hétérologue de bactériocines recombi-
nantes de la sous-classe Ila

Afin de caractériser les bactériocines et permettre leur utilisation industrielle, des pro-
cédés efficaces sont nécessaires pour les produire et les purifier en grande quantité (BIET
et al. 1998). 1l existe deux problémes empéchant obtention de grandes quantités de bac-
tériocines pures : d’une part, les producteurs naturels produisent généralement peu de
bactériocines (JASNIEWSKI et al. 2008¢), d’autre part la purification est souvent difficile
du fait de cette faible productivité et nécessite jusqu’a 3 voire 4 étapes de séparation (JAS-
NIEWSKI et al. 2008c). Une maniére efficace d’augmenter les rendements de production
est 'expression hétérologue.

En outre, 'expression hétérologue est une méthode efficace pour produire des protéines
ou des peptides modifiés par ingénierie. Par exemple, un systéme d’expression hétérologue

a déja été utilisé pour produire une bactériocine ciblant & la fois des bactéries gram
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positives et négatives (ACUNA et al. 2012). L’un de ces systémes a également été utilisé
pour exprimer une entérocine P fusionnée a une étiquette histidine en C-terminal afin de

faciliter les étapes de purification (HERRANZ et DRIESSEN 2005).

[.3.1 Expression hétérologue

Pour exprimer une protéine chez une bactérie, la premiére étape consiste a transformer
cette bactérie avec le géne codant la protéine d’intérét. Ce géne peut étre cloné dans la
bactérie hote via un plasmide réplicatif ou via une intégration chromosomique (THIRY et
CINGOLANI 2002). L’expression hétérologue de protéines recombinantes via des plasmides
est parfois instable. Cette stabilité dans la bactérie hote est influencée par la taille du
plasmide (plus le plasmide est grand plus il est instable), par le mode de réplication
du plasmide, le nombre de copies du plasmide (un plasmide & faible nombre de copies
est plus instable qu'un plasmide a haut nombre de copies), la bactérie hote elle-méme
(I'utilisation des biais de codon est alors un moyen efficace pour augmenter le niveau
d’expression ainsi que la stabilité du plasmide codant la protéine recombinante), ou par
les conditions de culture (température, taux de croissance, composition du milieu). De
plus, la stabilité du plasmide diminue aprés la phase de croissance exponentielle ainsi
que pendant la durée de 'expression du géne codant la protéine recombinante (SCHMIDT
2005; THIRY et CINGOLANI 2002). L’intégration chromosomique est 1'un des moyens
utilisés pour augmenter la stabilité du géne codant la protéine recombinante, cependant

elle peut diminuer le niveau d’expression d’un géne.

Pour améliorer le procédé de production d’une protéine recombinante, il est nécessaire
d’avoir des connaissances aussi bien sur I’héte que sur la protéine recombinante. La pro-
duction de la protéine recombinante peut étre améliorée en jouant sur plusieurs facteurs
comme la production de la biomasse (RIESENBERG et GUTHKE 1999), les conditions
de culture (e. g. composition du milieu de culture, température, le taux de croissance,
I'agitation, I'aération du milieu) (THIRY et CINGOLANI 2002), ainsi que le niveau d’ex-
pression du géne codant la protéine recombinante, la stabilité de 1’acide ribonucléique
messager (ARNm) (JIMENEZ et al. 2013). L’utilisation d’un promoteur inductible est
souvent plus efficace qu’un promoteur constitutif pour améliorer un procédé de produc-
tion d’une protéine recombinante car il permet de découpler la phase de croissance de la

phase de production. La production peut alors étre réalisée & une biomasse plus élevée.

De nombreux micro-organismes ont ét¢ utilisés comme hotes pour la production hété-

rologue de bactériocines. Les trois principaux sont : E. coli, L. lactis et Pichia pastoris.
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I1.3.2 Expression hétérologue de bactériocines recombinantes de
la sous-classe Ila chez Escherichia col:

a) Stratégie générale de production de protéines recombinantes chez E. coli

Escherichia coli est la bactérie la plus utilisée pour produire des protéines recombi-
nantes, car c’est la bactérie la mieux caractérisée, pour laquelle il existe de nombreux
outils de biologie moléculaire. Le principal inconvénient de cette bactérie est qu’elle pro-
duit des lipopolysaccharides (LPS). Les LPS sont des endotoxines qui provoquent de la
fievre chez les mammiféres. Pour une utilisation commerciale, il faut donc que les étapes
de purification permettent la séparation de la protéine d’intérét et des LPS.

L’expression de protéines recombinantes chez FE. coli se fait généralement de facon
intracellulaire dans le cytoplasme ou dans le périplasme (TERPE 2006). L’inconvénient
majeur d’une surexpression dans le cytoplasme est la formation de corps d’inclusion (MA-
KRIDES 1996) et I'inconvénient d’une production dans le periplasme est la forte concen-
tration en protéase. Afin de permettre la sécrétion de protéines dans le périplasme, il faut
ajouter un peptide signal spécifique en N-terminal de la protéine. L’expression dans ce
compartiment est notamment utilisée pour la production de protéines ayant des ponts
disulfures. C’est dans le périplasme d’E. coli que se trouvent les enzymes qui catalysent
leur formation (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD ; Figure 11) (SCHMIDT 2004 ; TERPE 2006).

b) Production de bactériocines recombinantes chez E. coli

E. coli est un hote facilement modifiable qui permet de produire un grand nombre de
protéines, c’est donc logiquement I'un des premiers hotes qui a été testé pour produire des
bactériocines (RODRIGUEZ et al. 2003). La production de bactériocines chez E. coli est
généralement intracellulaire et une étape de lyse est alors nécessaire avant la purification
de la bactériocine. Chez FE. coli les bactériocines sont généralement produites avec deux
étiquettes : une étiquette d’affinité pour optimiser la purification et une étiquette de so-
lubilisation (Tableau 2) pour limiter la formation de corps d’inclusion (MAKRIDES 1996).
La fonction de I'étiquette d’affinité sera détaillée dans la partie purification. Seule la di-
vercine RV41 est active lorsqu’elle est en fusion avec la thiorédoxine; toutes les autres
bactériocines en fusion avec une étiquette de solubilisation sont inactives. Cependant,
Pactivité est en général restaurée aprés clivage de la protéine de fusion.

La séquence codant la bactériocine en fusion avec une ou plusieurs étiquettes est
généralement placée sous le controle du promoteur T7lac, induit par ajout d’isopropyl

B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), ou de lactose dans le milieu de culture. Il a été
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F1GURE 11 — Production hétérologue de bactériocine par E. coli. Chez £, coli, la
bactériocine est généralement produite en fusion avec une étiguette de golubilisation pour
limiter la formation de corps d'inclusion. La bactériocine peut aussi ¢tre séerétée dans
le périplasme par ajout d’un peptide signal. Avant ot aprés séerétion dans le périplasme,
un contréle qualité de la protéine recombinante a lien. Si la conformation de la protéine
recombinante est incorrecte, elle est dégradée. La maturation de la protéine recombinante
a lien dans le périplasme e des facteurs de maturation (e g. DshA, Dsh(C, Dsh(, glveosyl
translérase)

montré gque I'induction avec le lactose permet une augmentation de la productivité des
carnobactériocines BM1 et B2 d'un facteur 2 compare a Putilisation d'TPTG. Ceed est
surement di au [ail que U'TPTG est toxique pour F. coli (JASNIEWSKI ¢f ol 2008¢).

La séerétion de la pédiocine PA-1 directement dans le milien de enlture d’ &, cols a
également éié étudiée. Pour celle élude, une souche mulanie dépourvue de membrane
externe a Gte utilisée. Dans ce systéme, la séerétion se fait wia le systéme See ' E. coli,
ce qui permet la séerétion de la protéine de fusion dans le périplasme. La séerétion de
la pédiocine I’A-1 dansg le périplasme a é1é oblenue grice & une [usion enire la pédiocine
et la protéine de liaison au maltose (MBP) qui posscéde un signal peptide permettant la
steretion via le gystéme See (MILLER ef al. 1998b).

La production et la purification de bactériocines produites chez E. eoli peuvent impli-
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quer une étape de lyse et des étapes de renaturation de la bactériocine. Ces étapes sont

complexes et pour cette raison d’autres hotes ont été envisagés.
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Tableau 2 — Etiquettes de solubilisation utilisées pour la production hétéro-

logue de bactériocines de la sous-classe Ila chez E. col.

Bactériocine

Protéine de fusion

Référence

Pédiocine PA-1

Thiorédoxine

BEAULIEU et al. 2007

Domaine de liaison a la
chitine

INGHAM et al. 2005

Dihydrofolate réductase

MOON et al. 2006

Glutathion S-transférase

SONG et al. 2013

Protéine de liaison au maltose

MILLER et al. 1998b

Entérocine P

Thiorédoxine

Cuozzo et al. 2006

Domaine de liaison a la
chitine

INGHAM et al. 2005

Carnobactériocine BM1

Thiorédoxine

JASNIEWSKI et al. 2008¢

Carnobactériocine B2

Thiorédoxine

JASNIEWSKI et al. 2008¢

Protéine de liaison au maltose

QUADRI et al. 1997

Divercine RV41

Thiorédoxine

RICHARD et al. 2004 ;
RIHAKOVA et al. 2009 ;
YILDIRIM et al. 2007

Piscicoline 126

Domaine de liaison a la
chitine

INGHAM et al. 2005

Divercine V41

Domaine de liaison a la
chitine

INGHAM et al. 2005

BacR1

Domaine de liaison a la
chitine

INGHAM et al. 2005

Entérocine A

Domaine de liaison a la
cellulose

KLOCKE et al. 2005

Bactériocine E50-52

Protéine SUMO (Small
Ubiquitin-like Modifier)

WANG et al. 2013

prés-Carnobactériocine B2

Protéine de liaison au maltose

QUADRI et al. 1997
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I1.3.3 Expression hétérologue de bactériocines recombinantes de
la sous-classe Ila chez les levures

a) Intéréts technologiques des levures

Les levures comme Saccharomyces cerevisiae et Pichia pastoris font partie des hotes
les plus utilisés pour la production de protéines recombinantes. Les levures ont majori-
tairement le statut generally recognized as safe (GRAS), le procédé de purification est
donc moins réglementé. De plus, la génétique des levures est bien connue, ce qui facilite

le clonage du géne codant la protéine recombinante (RAT et PADH 2001).

b) Production hétérologue de bactériocines via des levures

La levure modéle Saccharomyces cerevisiae est la premiére levure qui ait été utilisée
pour produire la pédiocine PA-1. Elle a été choisie car elle est couramment utilisée comme
flore protectrice, en combinaison avec des bactéries lactiques, pour entrer en compétition
avec la croissance de pathogénes et de bactéries de contamination induisant la décompo-
sition des aliments (SCHOEMAN et al. 1999). C’est dans le but d’améliorer ses propriétés
de flore protectrice que S. cerevisiae a été modifiée pour sécréter la pédiocine PA-1. Les
protéines qui sont sécrétées chez les eucaryotes comme la levure sont synthétisées sous la
forme d’un pré-pro-peptide (Figure 12). C’est pourquoi, pour permettre la sécrétion de la
pédiocine PA-1 dans le milieu de culture, le peptide signal de la pédiocine PA-1 a d étre
modifié. La séquence codant le peptide signal du facteur « (MFal), composé d’un pro- et
d’un pré- peptide, a été fusionnée a I'extrémité 5’ de la séquence codant la pédiocine PA-1
mature. Le pre-peptide est excisé dans le réticulum endoplasmique et le pro-peptide dans
Iappareil de Golgi. La séquence nucléotidique résultante codant la pré-pro-pédiocine a été
ensuite insérée en aval du promoteur de 'alcool déshydrogénase I. Ce systéme a permis
de produire et de sécréter une pédiocine PA-1 active dans le milieu de culture (SCHOE-
MAN et al. 1999). La méme stratégie a été utilisée avec succés pour exprimer de fagon
hétérologue la plantaricine 423 chez S. cerevisiae (VAN REENEN et al. 2003). Dans les
deux cas, il a été montré que les bactériocines plantaricine 423 et pédiocine PA-1 étaient
faiblement produites par S. cerevisiae. Dans le but d’améliorer la sécrétion de la pédio-
cine PA-1, celle-ci a été produite chez P. pastoris en suivant une stratégie similaire a celle
utilisée chez S. cerevisiae. La séquence nucléotidique codant la pré-pro-pédiocine PA-1 a
été placée sous le controle du promoteur de I'alcool oxydase. Un dosage par enzyme-linked
immaunosorbent assay (ELISA) a permis d’estimer que la levure produisait 74 pg/ml de

pédiocine. Malgré le fait que la pédiocine PA-1 soit présente en quantité dans le surna-
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geant, elle est toutefois peu active. Des analyses complémentaires ont démontré que des
peptides ayant une structure semblable au collagéne étaient pour une raison inconnue liés
a la région N-terminale de la pédiocine PA-1. Un traitement & la collagénase a permis de
restaurer l'activité (BEAULIEU et al. 2005). Les bactériocines entérocine P (GUTIERREZ
et al. 2005b), hiracine JM79 (SANCHEZ et al. 2008), et sakacine A (JIMENEZ et al. 2013)
ont également été produites chez P. pastoris. Comme pour la pédiocine PA-1, les bacté-
riocines hiracine JM79 et sakacine A étaient moins actives lorsqu’elles étaient produites
chez P. pastoris. Dans le cas de I’hiracine JM79, les analyses de spectrométrie de masse
semblent montrer qu’il n’y a pas de modification post-traductionnelle, ce qui semble in-
diquer que la raison de la perte d’activité n’est pas la méme que pour la pédiocine PA-1
(SANCHEZ et al. 2008).

Dans un souci d’amélioration des performances de production, d’autres levures ont
été testées. Ainsi, I'expression hétérologue de I'entérocine A a été testée chez P. pastoris,
Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha et Arzula adeninivorans. Pour permettre
la sécrétion par ces levures, comme expliqué précédemment, les séquences nucléotidiques
codant le MF«x1 a été fusionné a 'extrémité 5’ de la séquence nucléotidique codant ’enté-
rocine A mature. Pour chaque levure, un promoteur différent a été utilisé pour exprimer
le géne de la pré-pro-entérocine A. Les promoteurs inductibles de 1'alcool oxydase et le
promoteur de la protéine LAC4 ont respectivement été utilisés pour exprimer la pré-pro-
entérocine A chez P. pastoris et K. lactis. Le promoteur constitutif du facteur d’élongation
de traduction EF-1x a été utilisé pour I'expression hétérologue chez H. polymorpha et le
promoteur de la nitrite réductase a été utilisé pour 'expression chez A. adeninivorans.
Toutes ces levures permettent la production et la sécrétion d’une entérocine A active dans
le surnageant de culture et permettent une augmentation de sa productivité par rapport
au producteur naturel. Pour P. pastoris, la productivité augmente d’un facteur 30 par
rapport au producteur naturel ; pour K. lactis, la productivité augmente d’un facteur 7;
et pour H. polymorpha, la productivité augmente d’un facteur 3,2 (BORRERO et al. 2012).
Pour cette bactériocine, aucune perte d’activité par rapport au producteur naturel n’est
observée, contrairement a ce qui a été décrit pour la pédiocine PA-1, la sakacine A et I'hi-
racine JM79. Il semble que la perte d’activité observée chez les levures soit dépendante
de la bactériocine et de la souche (BORRERO et al. 2012 ; JIMENEZ et al. 2013).
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Bactériocine

‘pro-bactériocine

Transcription

—_— y ® Vésicules

Chromosome | de transition

® \Veésicules
de sécrétion

FIGURE 12 — Sécrétion hétérologue des bactériocines chez les levures. Les bac-
tériocines séerétées chez les levures sont produites sous la forme de pré-pro-hactériocines,
lesquelles permettent ainsi d’obtenir des bactériocines recombinantes seerétées dans le
milieu de cullure. TATINmM codant la pré-pro-bactériocine est produil. dang le novau el
est. traduit au niveau du réticulum endoplasmique (ER). Une flois dans le réticulum en-
doplasmique, les ponts disulfures sont formeés grace & des protéines disulfides isomérases,
Le pré-peptide est clivé et la pro-bactériocine est dirigée vers appareil de Golgi wia les
vésicules de transition, Dans Pappareil de Golgl, le pro-peptide est clivé, la bactériocine
est alors dirigée vers les vesicules de séerétion.
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I.3.4 Expression hétérologue de bactériocines recombinantes de
la sous-classe Ila chez Lactococcus lactis subsp. lactis et
cremoris

a) Intéréts technologiques de la bactérie L. lactis

Des bactéries telle que L. lactis, ont été utilisées pour la production hétérologue de
bactériocines. Puisque L. laclis est une bactérie gram-positive, elle ne présente pas de
membrane externe, ce qui facilite la sécrétion dans le milieu de culture des protéines
recombinantes et donc théoriquement leur purification. De plus, il n’existe qu’une seule
protéine (unknown secreted protein of 45 kDa; Uspdb) sécrétée par L. lactis détectable
en SDS-PAGE aprés révélation du gel au bleu de Coomassie (ASSELDONK et al. 1993).
C’est pourquoi, il est attendu que peu de protéines interférent avec la purification de la
protéine recombinante.

Le principal inconvénient de I'utilisation de L. lactis comme bactérie-usine est la faible
biomasse générée en phase stationnaire, car son métabolisme fermentaire, et donc 'ac-
cumulation de lactate dans le milieu de culture, stoppe la croissance bactérienne (RIE-
SENBERG et GUTHKE 1999). Toutefois, les récentes avancées technologiques permettent
d’extraire en ligne le lactate du milieu de culture grace a un systéme de dialyse, ce qui
permet d’atteindre une biomasse de 60 g/L (ODgoonm = 180) en fin de croissance (JOR-
GENSEN et al. 2014; MIERAU 2007).

b) Stratégie de production hétérologue chez L. lactis

L’étude en laboratoire de L. lactis et l'intérét grandissant suscité par cette bactérie
pour la production de protéine a permis la mise au point de systémes d’expression spé-
cifiques. Certains systémes d’expression sont basés sur des promoteurs constitutifs (Pa,
Pas, Psa, Pus, Psg) ou inductibles (Ppisa, Pi7o, PanzitR, Piaca, Prr, Poyir). L'un des sys-
témes d’expression le plus utilisé chez L. lactis pour produire des protéines recombinantes
est le systéme nisin controlled gene expression (NICE). Ce systéme (Figure 13) est basé
sur I'utilisation du promoteur de la nisine A (P,;s4) et de la nisine A, laquelle est utilisée
comme inducteur du systéme a faible concentration (de l'ordre du pg/L) (MIERAU et
KLEEREBEZEM 2005; MIERAU et al. 2005 ; MORELLO et al. 2008 ; PONTES et al. 2011).

Chez L. lactis, les protéines recombinantes peuvent étre soit produites dans le domaine
intracellulaire, soit sécrétées dans le milieu extracellulaire, soit ancrées sur la face externe
de la membrane plasmique (Figure 14). Les peptides signaux qui permettent la sécrétion

via le systéme Sec sont localisés en partie N-terminale des protéines. Il existe aussi des
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motifs permettant 'ancrage de la protéine a la paroi cellulaire de la bactérie. Ces signaux
d’ancrage se trouvent a l'extrémité C-terminale de la protéine et comportent un motif
peptidique LPXTG qui est reconnu par le systéme responsable de I’ancrage de la protéine.
La protéine qui posséde ce motif, une fois sécrétée dans le milieu extracellulaire, se retrouve
liée de facon covalente via le motif LPXTG & un peptidoglycane de la paroi cellulaire
(PONTES et al. 2011). La production hétérologue de protéines a la surface de cellules de
L. lactis a permis notamment de tester avec succes la possibilité d’utiliser cette bactérie
comme vaccin vivant (PONTES et al. 2011).

Dans la majorité des stratégies de production chez L. lactis, la protéine recombinante
est sécrétée dans le surnageant de culture. Dans le but d’améliorer la sécrétion de ces
protéines, de nombreuses études se sont penchées sur les facteurs qui influencent cette
derniére (LE LOIR et al. 2005). Il a été suggéré que la nature, la taille de la protéine,
la nature du peptide signal utilisé pour la sécrétion, et la nature des acides aminés de
la protéine recombinante localisés apreés le site de clivage du peptide signal étaient des
facteurs qui limitaient la sécrétion de la protéine recombinante par L. lactis.

Une étude a démontré, en utilisant la nucléase B de Staphylococcus aureus (NucB), que
le remplacement du peptide signal de cette derniére par le peptide signal de la protéine
Usp4b (SPugpas) permettait la séerétion de la protéine via le systéme Sec de L. lactis
(Figure 15), et ainsi 'amélioration de sa productivité (LE LOIR et al. 2001). D’autres
peptides signaux ont été testés et, dans la majorité des cas, ces peptides signaux étaient
moins efficaces que SPuygpss (POQUET et al. 1998; RAVN et al. 2000). Cependant, un
peptide signal originaire de Lactobacillus brevis s’est montré plus efficace que le SPygpas
pour secréter la protéine FedF chez L. lactis (LINDHOLM et al. 2004). Ces résultats révélent
qu’une sécrétion optimale chez L. lactis résulte d’'une interdépendance entre le peptide
signal et la protéine recombinante (LE LOIR et al. 2005).

Une étude a mis en évidence que lorsque le domaine N-terminal de NucB était tronqué,
SPyspas n'avait alors plus d’effet positif sur la production de la nucléase (LE LOIR et al.
2001). C’est pourquoi il en a été déduit que les acides aminés en amont du site de clivage
du peptide signal jouent aussi un role dans 'efficacité de sécrétion de la protéine recombi-
nante (LE LOIR et al. 1998, 2001). Lors de l'insertion du pro-peptide LEISSTCDA entre
le peptide signal et la protéine recombinante, la sécrétion de la protéine recombinante
est améliorée (LE LOIR et al. 1998). Il semble que les charges négatives soient respon-
sables de 'amélioration de la sécrétion des protéines recombinantes (LE LOIR et al. 2001).
L’hypothése émise pour expliquer ce phénoméne est que la protéine recombinante serait
secrétée plus rapidement par le systéme Sec et échapperait alors au systéme protéolytique
intracellulaire de L. lactis (BERMUDEZ-HUMARAN et al. 2002 ; LE LOIR et al. 2005).

36



1.3. Ezxpression hétérologue de bactériocines recombinantes de la sous-classe Ila

nisin hinding

signal transduction

activated gene
expression

FI1GURE 13 — Systéme NICE chez Lactococcus lactis NZ9000 d’aprés MIERAU
et KLEEREBEZEM 2005. Le promoteur P,;s4 est activé par un systéme a deux com-
posantes : la protéine membranaire NisK est activée par la présence de nisine dans le
milieu extracellulaire. Une fois activée, NisK phosphoryle NisR qui peut alors activer le
promoteur P, 4.
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FIGURE 14 — Adressage de la nucléase NucA chez les bactéries lactiques d’aprés
DIEYE et al. 2001. P59, promoteur de lactocoques ; sp, signal peptide de la pré-protéine
M6 (spag) onde la pré-protéine Uspdh (spuspes) s nued, géne de structure de la nmeléase A
e, sequence du domaine d’ancrage & la paroi cellulaire de la pré-protéine M6: ¢1i2,
terminateur de la transeription; mes! ot mes2, site de clonage; cyt, cytoplasme; mb,
membrane ; ¢w, paroi cellulaire ; md, milieux. La fléche verticale noire dans la séquence
peptidicque dun SPyg et du SPyg,45 indique le site de clivage de la peptidase; les nombres
entre parentliéses indiquent la charge globale des 5 acides aminés en aval du site de clivage
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c) Production hétérologue de bactériocines de la sous-classe Ila par L. lactis

Parce qu’elle est naturellement résistante a la majorité des bactériocines de la sous-
classe Ila, L. lactis est 'un des hotes les plus utilisés pour la production hétérologue de ces
bactériocines. Pour améliorer la production globale chez L. lactis, il est courant de modifier
la protéine recombinante pour qu’elle puisse étre sécrétée via le systéme Sec dans le milieu
de culture (Figure 15). La stratégie utilisée est alors d’ajouter la séquence nucléotidique
codant un peptide signal en 5’ de la séquence nucléotidique codant la structure mature
de la bactériocine recombinante (Tableau 3). Cette modification a deux buts : permettre
la sécrétion de la bactériocine dans le milieu de culture et permettre la surexpression de
la protéine par L. lactis. Le peptide signal le plus utilisé est le peptide SPygpas.

Deux autres peptides signaux ont été utilisés : le peptide signal de I'entérocine P
(SPentp) et le peptide signal de I’hiracine JM79 (SPuirymre), tous deux de type Sec. Le
peptide SPgyp a été utilisé pour permettre la sécrétion de I'entérocine A (MARTIN et al.
2007b) ainsi que de la pédiocine PA-1 (MARTIN ef al. 2007a). Les résultats ont montré que
le peptide SPgyp permettait d’améliorer la productivité spécifique (a savoir la quantité
de bactériocine produite rapportée & la biomasse) de Uentérocine A et de la pédiocine PA-
1 (MARTIN et al. 2007a,b). Les effets des différents peptides signaux SPgnep, SPhirsm79,
SPyspas sur la séerétion de I'entérocine A et de la sakacine A (BORRERO et al. 2011a;
JIMENEZ et al. 2013) ont été comparés. Les résultats concernant ’entérocine A montrent
que les trois peptides signaux (SPgnp, SPrirsmre, SPuspas) permettent d’augmenter la
productivité spécifique par rapport au producteur naturel. La meilleure productivité spé-
cifique est obtenue avec les peptides signaux SPirmre €t SPuspas. Il est possible que les
peptides signaux SPrirjvrg €t SPugpas soient mieux reconnus par les chaperonnes de L.
lactis ce qui expliquerait qu'’ils soient plus efficaces que le peptide SPpyp (BORRERO et
al. 2011a). Les résultats concernant la sakacine A montrent que la meilleure productivité
spécifique est obtenue avec le peptide signal SPygp45. Avec le peptide signal SPijnrg, une
productivité spécifique similaire & celle du producteur naturel est obtenue. Le peptide
signal SPg,p quant a lui ne permet pas la sécrétion de la sakacine A via L. lactis. 1l a été
suggéré dans cette étude que la sakacine A était dégradée avant ou pendant la sécrétion
lorsqu’elle était fusionnée avec le SPgyp (JIMENEZ et al. 2013).

La nature des charges présentes en aval du peptide signal peut poser probléme lors de
la sécrétion via le systéme Sec (LE LOIR et al. 2005). Comme le domaine N-terminal des
bactériocines est chargé positivement, il a été suggéré que leur sécrétion via le systéme
Sec n’était pas optimale. Il a d’ailleurs été montré que la chimére sakacine A SPygpss
était partiellement dégradée en N-terminal au moment de la sécrétion via le systéme Sec

(JIMENEZ et al. 2013). Pour améliorer 'efficacité de la sécrétion de la sakacine A via le

39



Chapitre 1. Syntheése Bibliographique

Tableau 3 — Production hétérologue de bactériocines chimériques chez L. lac-
tis.

Bactériocine Ifeptlde S,ySt,e r.ne de Référence
signal sécrétion
SPuspas Systéme Sec L1 et al. 2011
Pédiocine PA-1 SPgnip Systéme Sec MARTIN et al. 2007a
Systéme de
SPrcnA sécrétion de la HORN et al. 1998
lactococcine A
SPuspas Systéme Sec BORRERO et al. 2011a
Entérocine A SPpntp Systéme Sec MARTIN et al. 2007b
SPHiriMT9 Systéme Sec BORRERO et al. 2011a
Hiracine JM79 SPyspas Systéme Sec BORRERO et al. 2011b
SPuspas Systéme Sec JIMENEZ et al. 2013
Sakacine A SPpntp Systéme Sec JIMENEZ et al. 2013
SPHirJM?Q Systéme Sec JIMENEZ et al. 2013
Entérocine P SPuspas Systéme Sec HERRANZ et DRIESSEN 2005
Leucocine C SPuspas Systéme Sec WAN et al. 2013
Divercine RV41 SPyspas Systéme Sec BERMUDEZ-HUMARAN et al. 2007

systéeme Sec, la répartition des charges de la partie N-terminale de la sakacine A a été
modifiée pour ressembler a celle de la partie N-terminale de ’entérocine P. L’arginine en
position 42 a été déplacée en position +3 par l'insertion d’une thréonine en position +2.
Les analyses révélent que cette nouvelle chimére n’est pas dégradée par le systéme Sec de
L. lactis (JIMENEZ et al. 2013).

Dans la majorité des cas, les stratégies présentées ci-dessus permettent d’améliorer la
productivité spécifique des bactériocines par rapport a la productivité spécifique via le
producteur naturel. Néanmoins, les bactériocines produites sont souvent moins actives que
celles produites par le producteur naturel (BERMUDEZ-HUMARAN et al. 2007 ; BORRERO
et al. 2011a,b; JIMENEZ et al. 2013 ; MARTIN et al. 2007a,b). Il semble que se soit un
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phénomeéne multifactoriel qui aurait 5 explications :

1.

Il est possible que la surexpression induise ’expression de protéases qui vont dégra-

der les bactériocines recombinantes (DARMON et al. 2002).

. Il a été décrit que les systémes de sécrétion fonctionnaient avec des protéines de

maturation. La perte d’activité peut donc étre due a ’absence d’une protéine de
maturation (SARVAS et al. 2004). L’entérocine A et la sakacine A possédent des
ponts disulfures qui ont un role important dans lactivité (E1JSINK et al. 1998). 11 a
été montré que la formation des ponts disulfures était catalysée par des enzymes ap-
pelées thiol-disulfide oxydoréductase (TDOR) (KOUWEN et al. 2007). Il se peut que
les TDOR soient absentes chez L. lactis, ce qui induirait la perte d’activité (BOR-
RERO et al. 2011a; JIMENEZ et al. 2013). Il a d’ailleurs été suggéré que 'absence de
protéine appartenant a cette famille était problématique pour la production d’une
protéine aux propriétés antifongiques possédant un pont disulfure chez L. lactis
(FREITAS et al. 2005).

L’oxydation de la méthionine peut conduire a une perte d’activité de la pédiocine
PA-1 (JOHNSEN et al. 2000). Le méme phénoméne peut se produire pour entérocine
A (BORRERO et al. 2011a).

. Il est possible qu’il y ait une oxydation des résidus cystéines et qu’elle entraine une

perte d’activité (BORRERO et al. 2011a).

Il se peut aussi qu'un phénoméne d’agrégation de la bactériocine soit responsable
de la perte d’activité (BORRERO et al. 2011a,b; JIMENEZ et al. 2013).

Un autre systéme d’expression hétérologue de la pédiocine PA-1 a été mis au point

chez L. lactis. 11 est basé sur le systéme de sécrétion de la lactococcine A. Dans ce systéme,

le peptide signal de la lactococcine A (SPrena) a été fusionné a la pédiocine PA-1 pour que

sa sécrétion se fasse via le DTS de la lactococcine A, qui est composé de deux protéines :

LenC et LenD. Ce systéme permet de séeréter une pédiocine PA-1 active sans perte

d’activité. Dans un premier temps, ce systéme permettait la sécrétion de seulement 270

ng/mL de pédiocine PA-1. La sécrétion a été améliorée & 1,9 pg/mlL en co-exprimant

LenC, LenD, et la pédiocine PA-1 sur le méme vecteur d’expression (ARQUES et al. 2008 ;
HORN et al. 1998, 1999 ; REVIRIEGO et al. 2005, 2007a).
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Chaperones

Transcriptfon Traduction
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ARNm Pré-bactériocine
Sécréﬂ'onl

il Systéme Sec

ﬂ Dégradation
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incorrecte

’

Milieu extracellulaire

FIGURE 15 — Sécrétion de bactériocines wvia le systéme Sec chez L. laciis
d’aprés MORELLO et al. 2008. Les bactériocines sont produites dang le eytoplasme
en [ugion avec un peptide signal permetiant Padressage vers le systéme Sec. Aprés la
sécrétion, la protéine recormbinante est localisée dans le protéoglycane. (Pest dansg le pro-
tooglyeane que la protéine recombinante acquiert sa conformation finale. Cette étape
peut étre catalyvsée par des enzymes. Une fois conformée, la protéine recombinante quitte
le protéoglyveane et se retrouve dans le milien de culture. Si la protéine n’acquiert pas sa
conformation finale suffisamment rapidement, la protéine recombinante est dégradée par
la protéase HrrA.
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1.3.5 Expression hétérologue de bactériocines recombinantes de
la sous-classe IIa chez d’autres hoétes bactériens

Les problémes d’activité observés chez L. lactis et chez les levures ont amené a évaluer
la production de bactériocine chez d’autres hotes. Un autre objectif visait & améliorer le
potentiel antibactérien de souches présentant un intérét en biotechnologie.

Bifidobacterium longum et Lactobacillus reuteri sont des souches probiotiques que 'on
trouve dans le tractus digestif des étres humains. Ces deux souches ont été transformées
avec un géne de la pédiocine PA-1 fusionné a 'extrémité 5’ a la séquence codant le peptide
signal de I'x-amylase de B. Longum. Ces deux souches inhibent alors la croissance de L.
monocytogenese (EOM et al. 2010 ; MOON et al. 2005).

Des systémes de production ont également été développés afin de produire des quanti-
tés suffisantes de bactériocines pour faciliter leur étude en laboratoire. C’est dans ce but
que le systéme de sécrétion de la sakacine A a été utilisé pour produire la pédiocine PA-1,
la sakacine P et la piscicoline 61 dans Lactobacillus sakei Lb706 (producteur naturel de
la sakacine A qui posséde I'ensemble de I'opéron de la sakacine A). Pour cela, la séquence
codant le peptide signal de la sakacine A a été placée en amont des séquences codant la
pédiocine PA-1 mature et la piscicoline 61 mature (AXELSSON et al. 1998). Cependant, la
pédiocine PA-1 produite via ce systéme est moins active que la pédiocine PA-1 produite
par le producteur naturel car les ponts disulfures de la pédiocine PA-1 sont alors mal
formés. Il semblerait que ce systéme permette de produire trois isoformes de la pédiocine
PA-1 qui correspondent a trois combinaisons de ponts disulfures différents (FIMLAND et
al. 2000 ; JOHNSEN et al. 2000).

L’expression de I'entérocine A a été évaluée chez Lb. sakei, P. acidilactici, F. faecalis,
E. faecium et L. lactis en utilisant trois peptides signaux différents (SPgnip, SPuiramre,
SPyspas). Il apparait que les productions spécifiques d’entérocine A pour les souches L.
lactis et Lb. sakei sont semblables. Pour les autres souches, il est démontré que, quel que
soit le peptide signal utilisé pour les souches P. acidilactici, E. faecalis, E. faecium, la
production spécifique d’entérocine A est inférieure a celle chez L. lactis. Une perte d’acti-
vité spécifique de I'entérocine A est observée lorsqu’elle est produite chez P. acidilactici,
L. lactis et Lb. sakei. 1l s’avére que, lorsqu’elle est produite chez E. faecalis et E. faecium,
Ientérocine A a la méme activité spécifique que chez le producteur naturel. Cependant,
comme F. faecium produit une bactériocine appelée entérocine B ayant un effet syner-
gique avec I'entérocine A, le gain d’activité chez E. faecium pourrait étre dii & cet effet
synergique (BORRERO et al. 2011a; CASAUS et al. 1997).
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Tableau 4 — Production hétérologue de bactériocines chez des bactéries autre
que L. lactis et E. cols.

Hoéte utilisé pour

Bactériocine . L. Reéférence
Pexpression hétérologue
Lactobacillus reuteri EoM et al. 2010
Pediocine PAL Bifidobacterium longum MOON et al. 2005
Leuconostoc mesenteroides MORISSET et FRERE 2002
Lactobacillus saket AXELSSON et al. 1998
Sakacine P Lactobacillus saket AXELSSON et al. 1998
Piscicoline 61 Lactobacillus saket AXELSSON et al. 1998
Lactobacillus saket BORRERO et al. 2011a
. Pediococcus acidilactics BORRERO et al. 2011a
Entérocine A
Enterococcus faecalis BORRERO et al. 2011a
Enterococcus faecium BORRERO et al. 2011a
Entérocine P Methylobacterium extorquens GUTIERREZ et al. 2005a

[.4 Stratégies de purification de bactériocines la sous-
classe Ila

Les propriétés antimicrobiennes des bactériocines vis-a-vis de bactéries pathogénes font
d’elles de bonnes candidates pour une application a visée commerciale. Or, une utilisation
a ’échelle industrielle nécessite au préalable de connaitre leur mode d’action, mécanismes
d’action et leur structure, ce qui nécessite d’avoir des bactériocines avec un degré de pu-
reté élevé. Or, la purification de bactériocines est un processus difficile qui présente deux
problémes majeurs : la faible production par le producteur naturel et 'interférence des
composants présents dans le milieu de culture de la bactérie productrice (SAAVEDRA et
SESMA 2011). En effet, la culture des bactéries productrices de bactériocines est généra-
lement réalisée dans des milieux complexes. Ces milieux complexes contiennent entre 10
et 30 g/L de peptides, alors que la concentration en bactériocines du milieu atteint 10 a
100 mg/L. La faible concentration en bactériocines par rapport a la concentration totale
en peptides complexifie grandement les étapes de purification (PARENTE et RICCIARDI

1999). Des milieux chimiquement définis ont été utilisés pour faciliter la purification de
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bactériocines avec succés (SAAVEDRA et SESMA 2011); ces derniers ont cependant un
cout prohibitif ne permettant pas leur utilisation pour une purification a grande échelle

dans un but commercial.

I.4.1 Stratégie pour la purification de bactériocines recombinantes
sans étiquette d’affinité

Plusieurs méthodes ont été développées pour purifier des bactériocines sans étiquette
de purification, que ce soit a partir de surnageants de culture, d’'un producteur naturel ou
d'un producteur hétérologue.

La purification de bactériocines a partir de surnageants de culture est un procédé com-
portant classiquement quatre étapes (Tableau 5) (BURIANEK et YOUSEF 2000 ; HOLCK
et al. 1996 ; SAAVEDRA et SESMA 2011) :

1. Une étape de concentration/clarification par précipitation (e. g. précipitation au
sulfate d’ammonium, acétone, éthanol, chloroforme) (MURIANA et KLAENHAMMER
1991) ou d’extraction acido-basique (YANG et al. 1992).

2. Une étape de purification par chromatographie échangeuse d’ions.
3. Une étape de purification par chromatographie d’interaction hydrophobe (HIC).

4. Une derniére étape de purification par chromatographie en phase liquide a haute
performance en phase inverse (RP-HPLC) ou par ou par chromatographie d’exclu-

sion stérique.

Cette stratégie est la plus couramment utilisée pour la purification de bactériocine.
Les faibles rendements et le coiit en temps sont les deux inconvénients en défaveur d’une
application industrielle. Afin de simplifier la purification, une méthode en trois étapes
a été développée spécifiquement pour purifier des bactériocines de la sous-classe Ila :
chromatographie échangeuse de cations (1), HIC (2), RP-HPLC (3) (GUYONNET et al.
2000). En suivant cette méthode, les rendements de purification varient entre 10% et 60%
avec un degré de pureté de 95%. Un protocole en deux étapes a également été développé
mais pour une purification a grande échelle. Dans la premiére étape de purification, une
séparation de type échangeuse de cations sur colonne SP (sulphopropyl) sépharose est
effectuée & partir de la culture bactérienne. La seconde étape consiste en une séparation
en phase inverse & basse pression. Un rendement de plus de 90% a été obtenu en suivant
cette méthode (UTENG et al. 2002).
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Des techniques de chromatographie d’immuno-affinité ont également été mises au point
pour purifier des bactériocines. Cette technique a été peu utilisée et il semble que les
rendements dépendent largement de la bactériocine que I’on souhaite purifier. La pédiocine
PA-1, I’entérocine P et la sakacine A ont été purifiées en utilisant la chromatographie
d’immuno-affinité (NAGHMOUCHI et al. 2008 ; SAAVEDRA et SESMA 2011). Par exemple,
environ 4,1 - 5,9 pug d’entérocine P ont pu étre purifiés a partir de 4,5 mL de culture en
utilisant la chromatographie d’immuno-affinité (GUTIERREZ et al. 2004).

La propriété qu’ont les bactériocines d’interagir avec les membranes a aussi été utilisée
a des fins de purification (YANG et al. 1992). Dans ce cas, la purification se décompose
en deux étapes : les bactériocines sont mises en présence des bactéries productrices a une
valeur de pH (5 - 7) favorisant I'ancrage de la bactériocine a la membrane bactérienne,
puis le pH est diminué jusqu’a une valeur pour laquelle la bactériocine se décroche de
la bactérie productrice. Il a été montré que ’adsorption sur des bactéries pouvait étre
remplacée par une adsorption sur du silicate de calcium (COVENTRY et al. 1996), de

'acide silicique, mais aussi des balles de céréales (JANES et al. 1998).
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Tableau 5 — Purification de bactériocines produites sans étiquette de purifica-
tion dans le milieu de culture.

Bactériocine de la

Stratégie de la purification

Référence

classe ITa
Pédiocine PA-1,
Sakacine P, Curvacine Chromatographie échangeuse de
A, Leucocine A, cations, RP-HPLC UTENG et al. 2002
Lactococcine A
Chromatographie d’immuno-affinité GUTIERREZ et al. 2004
Adsorption sur résine XAD-16,
chromatographie échangeuse de GUTIERREZ et al. 2004
Entérocine P cations, RP-HPLC
Précipitation au sulfate d’ammonium,
Chromatograph}e d exclusion stérique, GUTIERREZ ef al. 2004
chromatographie échangeuse de
cations, HIC, RP-HPLC
Meésentericine Y105,
Sake’zcme') A, Sakacin P, Chromatographie échangeuse de
Entérocine A, . GUYONNET et al. 2000
. cations, HIC, RP-HPLC
Pédiocine PA-1,
Divercine V41
.Pre,(:1p1tz.1t10n al ethanol-, focalisation VENEMA et al. 1997
Pédiocine PA-1 isoélectrique, ultrafiltration
Chromatographie d’immuno-affinité NAGHMOUCHI et al. 2008
. . Chromatographie échangeuse de
Divergicine M35 cations, HIC, RP-HPLC TAHIRI et al. 2004
Précipitation au sulfate d’ammonium,
Piscicocine CS526 chromatograph}e d exclusion stérique, YAMAZAKI et al. 2005
chromatographie échangeuse de
cations, HIC, RP-HPLC
.. Précipitation au sulfate d’ammonium,
Plantaricine C HIC, FPLC échangeuse de cations GONZALEZ et al. 1994
Plantaricine 423 Concentration par évaporation, REENEN ef al. 1998
B ultrafiltration, RP-HPLC o
Pediocine PA-1 Adsorption sur résine amberlite, HIC, KAUR ef al. 2004

RP-HPLC
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Tableau 5 — Suite

Bactériocine de la

classe Ila Stratégie de la purification Référence

Précipitation au sulfate d’ammonium,

. . KAWAMOTO et al. 2002
chromatographie échangeuse de cations cva

Mundticine KS

Précipitation au sulfate d’ammonium,
chromatographie d’exclusion stérique,
chromatographie échangeuse de cations,
HIC, RP-HPLC

Entérocine P CINTAS et al. 1997

Précipitation au sulfate d’ammonium,
adsorption sur résine amberlite,
chromatographie d’exclusion stérique,
RP-HPLC

Leucocine A HASTINGS et al. 1991

Précipitation au sulfate d’ammonium,
Piscicoline 126 chromatographie échangeuse de cations, JACK et al. 1996
RP-HPLC

Précipitation au sulfate d’ammonium,
chromatographie d’exclusion stérique,
chromatographie échangeuse de cations,
RP-HPLC

Acidocine A KANATANI et al. 1995

Sakacine A Chromatographie d’immuno-affinité GUTIERREZ et al. 2004

I1.4.2 Purification de bactériocines recombinantes par chromato-
graphie d’affinité via I’utilisation d’une étiquette

L’expression hétérologue de protéines permet de modifier a fagon la bactériocine grace
aux outils du génie génétique. C’est pourquoi, lorsque I'on produit une protéine de fa-
con hétérologue, il est commun de lui ajouter une étiquette d’affinité pour optimiser la
purification. Une étiquette d’affinité est une séquence peptidique ou protéique que 1’on
ajoute a I'une des extrémités de la protéine recombinante et dont le role est de changer les
propriétés d’affinité de la protéine, ce qui facilite en aval sa purification par chromatogra-
phie. Les étiquettes d’affinité doivent permettre la purification en une étape d’adsorption,
avoir un effet minimum sur la fonction biologique de la protéine recombinante, idéalement
étre applicables & plusieurs protéines, et surtout étre facilement séparable de la protéine
recombinante. Il existe plusieurs étiquettes d’affinité et & chaque étiquette convient un
protocole de purification particulier (TERPE 2003 ; Tableau 6).

L’utilisation d’étiquettes d’affinité pour purifier des bactériocines a surtout été mise
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en ceuvre dans le cadre de I'expression hétérologue chez FE. coli. Dans la majorité des
cas, la bactériocine est liée en N-terminal a une thiorédoxine et & une étiquette histidine
(thiorédoxine-histag-bactériocine). La bactériocine recombinante est produite au niveau
intracellulaire, une étape de lyse cellulaire est donc nécessaire avant le passage sur colonne
de chromatographie. Des corps d’inclusion peuvent se former et une étape de renaturation
dans un tampon contenant un détergeant doux et un couple oxydo-réducteur peut étre
nécessaire. Pour séparer le domaine de fusion (Thiorédoxine-histag) de la bactériocine, on
peut faire appel a des méthodes enzymatiques ou chimiques. Pour une coupure enzyma-
tique, il est fréquent d’insérer un site de coupure de ’entérokinase entre le domaine de
fusion et la bactériocine. Pour une coupure chimique, le bromure de cyanogéne est souvent
utilisé pour cliver la protéine de fusion aprés une méthionine. L’efficacité est globalement
meilleure lorsque la méthode chimique est utilisée. Finalement, la thiorédoxine et la bac-
tériocine sont séparées par coagulation thermique, via un deuxiéme passage sur colonne
d’affinité, une ultrafiltration, ou via RP-HPLC. Une étiquette histidine a été utilisée pour
purifier la pédiocine PA-1 (BEAULIEU et al. 2007 ; HALAMI et CHANDRASHEKAR 2007 ;
L1U et al. 2011 ; MOON et al. 2006), ’entérocine P (Cu0zz0 et al. 2006), la pscicoline 126
(GIBBS et al. 2004), les carnobactériocines BM1 et B2 (JASNIEWSKI et al. 2008¢), la diver-
cine RV41 (RICHARD et al. 2004 ; RIHTAKOVA et al. 2009 ; YILDIRIM et al. 2007). D’autres
étiquettes d’affinité ont été utilisées pour optimiser la purification de bactériocines. Le
domaine de liaison a la chitine a été utilisé pour purifier la divercine V41, 'entérocine P
et la piscicoline 126 produite chez E. coli (INGHAM et al. 2005). Le S-tag a été utilisé pour
purifier entérocine A (KLOCKE et al. 2005), et la Glutathione S-transferase a été utilisée
pour purifier la pédiocine PA-1 (SONG et al. 2013). La protéine de liaison au maltose a
été utilisée pour purifier la carnobactériocine B2 (SPRULES et al. 2004).

Les étiquettes d’affinités sont peu utilisées pour la purification de bactériocines re-
combinantes quand elles sont produites chez les levures ou les bactéries lactiques, car la
bactériocine recombinante est alors majoritairement sécrétée dans le surnageant. A notre
connaissance, le seul exemple est I’entérocine P qui a été produite en fusion avec une éti-
quette histidine chez L. lactis. L’étiquette histidine a été ajoutée en position C-terminale

et ne semble pas interférer avec activité de la bactériocine (HERRANZ et DRIESSEN 2005).
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Tableau 6 — Etiquettes d’affinité utilisées pour la purification de protéines
recombinantes d’aprés TERPE 2003

Taille (en
Etiquette nombre Séquence Matrice de Condition
d’affinité d’acides q purification d’élution
aminés)
Résine échangeuse Gradient de NaCl (0
Poly-Arg 56 FRRR de cations a 400 mM)
. Gradient de NaCl (0
. Ni?+t-NTA, . .
Poly-His 2-10 HHHHHHA Co2+_CMA a 400 mM), faible
valeur de pH
Anticorps
FLAG 8 DYKDDDDK monoclonal EDTA (2 - 5 mM)
anti-FLAG
. 2,5 mM de
Strep-tag 11 8 WSHPQFEK Strep-Tactin desthiobiotine
c-myc 11 EQKLISEEDL igﬁgzgﬁal Faible valeur de pH
3M de guanidine
KETAAAKFER- fragment S de la thlonyanatfe, 0,2M
S 15 RNaseA de citrate & pH3, 3
QDS M de chlorure de
magnésium
HAT 19 KDHLIHNVHKEF- Co2+-CMA 15.0 mM d’imidazole,
HAHAHNK faible valeur de pH
Peptide de KRRWKKNFIAV-
liaison a la 26 SAANRFKKISSS- Calmoduline ES&A(?{\Z; ot sans
calmoduline GAL
Domaine de Famille I : guanidine
liaison & la 27-189 Domaine Cellulose HCI ou urée > 4 M,

cellulose

famille IT/III :
ethyléne glycole
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Tableau 6 — Suite

Taille (en
Etiquette nombre X Matrice de Condition
, L . Séquence . . s aTiigs
d’affinité d’acides purification d’élution
aminés)
MDEKTTG-
SBP 38 WROGHVVPGLA- Streptavidine Biotine (2 mM)
GELEQLRAR-
LEHHPQGQREP
‘ En fusion avec
. RrevsATaR Pinteine : 30 — 50
Domaine de TAYTAGQLV-
liaison 4 la 51 Chitine mM de
hitine Nt dithiothreitol, de
QPIITSEAG: B-mercaptoéthanol
WEPSNVPALWQLQ L.
ou de cystéine
1 hi . . — 10 mM
Glutathione 211 Protéine Glutathione o O.m ’de.
S-transferase glutathion réduit
La protéine de
liaison au 396 Protéine Amylose 10 mM de maltose
maltose
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1.5 Formation des ponts disulfures chez les bactéries

Un enjeu majeur lors de la production hétérologue de protéines, et notamment de
bactériocines de la classe 1la, est la formation correct des ponts disulfures. En effet, dans
la majorité des cas, I'activité de la protéine d’intérét est dépendante de la présence de ponts
disulfures (exemples : pro-insuline (WINTER et al. 2000), brain-derived neurotrophic factor
(HOSHINO et al. 2002), insulin-like growth factor (JOLY et al. 1998), nerve growth factor
(KUROKAWA et al. 2001), lipases (LIEBETON et al. 2001), et des fragments d’anticorps
(PROBA et al. 1995)).

Pendant plusieurs années, il a été admis que la formation des ponts disulfures des pro-
téines bactériennes était spontanée. La formation spontanée existe en effet pour certaines
protéines : les ponts disulfures de la protéine CrtJ se forment correctement et sponta-
nément en présence d’oxygéne, et (MASUDA et al. 2002) ces derniers peuvent aussi étre
formés spontanément pendant la sécrétion via le "periplasmic-independent type I secretion
system" (FERNANDEZ et DE LORENZO 2001). Cependant, dans la majorité des cas, la
formation des ponts disulfures est lente et aspécifique (ANFINSEN 1973), et la formation
correcte des ponts est dépendante d’enzymes appelées TDOR. Ces protéines sont caracté-
risées par la présence d’un motif catalytique CxxC/S qui est responsable de la formation,
de I'isomérisation et de la réduction des ponts disulfures (FOMENKO et GLADYSHEV 2002 ;
KOUWEN et al. 2008). Les TDOR cytoplasmiques sont généralement réductrices, tandis

que les TDOR extra-cytoplasmiques fonctionnent comme des isomérases ou des oxydases.

I.5.1 Les thiol-disulfides oxydoréductases de la bactérie E. col:

FEscherichia coli posséde six TDOR périplasmiques (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD, DsbE,
et DsbG; FABIANEK et al. 2000). C’est dans le périplasme que les ponts disulfures sont
formés chez E. coli comme chez les autres bactéries gram-négatives (Figure 16).

DsbA est la principale protéine impliquée dans la formation des ponts disulfures chez F.
coli, elle posséde plus de 300 substrats cellulaires. A I'état oxydé, DsbA peut engager une
réaction d’oxydoréduction avec une protéine substrat se traduisant par la formation d’un
pont disulfure dans la protéine cible et par la réduction du pont disulfure de DsbA. Une
fois réduite, DsbA est ré-oxydé par DsbB et peut ainsi reprendre son role d’oxydant. DsbB
est une protéine transmembranaire qui posséde 4 cystéines dans sa partie périplasmique
et qui fait partie de la famille des quinones oxydoréductases. Les deux cystéines du coté N-
terminal sont organisées en un motif CxxC (C41 et C44) tandis que les 2 autres cystéines
sont séparées par 25 résidus (C104 et C130) (JANDER et al. 1994). Le pont formé par les
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cystéines C104 et C130 est responsable de la ré-oxydation de DsbA. Ce pont est ensuite
ré-oxydé par le pont formé par les cystéines C41 et C44, qui lui est ré-oxydé par une
ubiquinone en aérobie (BADER et al. 1998 ; GRAUSCHOPF et al. 2003 ; GUILHOT et al.
1995 ; KISHIGAMI et al. 1995), et par une ménaquinone en anaérobie (Figure 16; COLLET
et BARDWELL 2002).

DsbC, une TDOR isomérase, est capable de réarranger des cystéines improprement
appariées. Cette protéine contient un motif spécifique FxxxxCxxC (SHEVCHIK et al. 1994)
et contient 2 ponts disulfures (C98-C101 et C141-C163), dont un formant le motif CxxC
(C98-C101), caractéristique des protéines TDOR (Figure 16). Seul le pont C98-C101 est
réactif, 'autre semble avoir un role structural. Dans le périplasme, le motif CxxC de
DsbC doit étre sous une forme réduite pour exercer son role d’isomérase. La protéine
est maintenue sous forme réduite grace & la protéine transmembranaire DsbD (JOLY et
SWARTZ 1997) : DsbD transfére 1’électron d’une thiorédoxine cytoplasmique vers DsbC
pour la maintenir réduite. La thiorédoxine cytoplasmique est ensuite réduite par une autre
thiorédoxine cytoplasmique (HOLMGREN 1989 ; RIETSCH et al. 1997). DsbC est la Dsb qui
posséde la plus forte similarité avec les protéines disulfides isomérases eucaryotes (CHEN
et al. 1999 ; MISSIAKAS et al. 1994 ; SHEVCHIK et al. 1994). Comme DsbC, les PDI ont une
fonction isomérase mais elles ont en plus une fonction oxydase (CATI et al. 1994; DELOM
et al. 2001 ; YAO et al. 1997). DsbG est une autre TDOR de E. coli dont la séquence est
similaire a DsbC, elle semble étre elle aussi une isomérase, mais avec un spectre d’action
plus réduit que celui de DsbC (STRAATEN et al. 1998). La TDOR d’E. coli DsbE est
également maintenue dans un état réduit par DsbD. Le géne codant DsbE fait partie
du cluster de géne cemABCDEFGH qui est essentiel pour la synthése du cytochrome C
(THONY-MEYER et al. 1995).
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FIGURE 16 — Formation des ponts disulfures chez ¥. coli via le systéme des Dsb d’aprés COLLET et BARDWELL
2002. Chez F. coli, les ponts disulfures sont. formés dang le périplasme. (A) Tes cystéines réduites des protéines substrals
sonl. oxvdées par DshA. DsbhA est ré-oxydée par la protéine DshB. En condition aérobie, DsbB est vé-oxyvdée par I'ubiquinone,
laquelle est. régénérée par le cylochrome oxydase. En regpiration anaérobie, DsbB est. ré-oxydée par une ménaquinone, laquelle
est régénérée par l'accepteur final de Pélectron. Le couple DsbA /Dsbl3 forme ainsi la voie oxydative. (I3) Il existe également une
vole dont le réle est d'isomériser des protéines dont les ponts disulfures sont appariés improprement. La réaction d’isomérisation
peut étre catalyste par deux protéines @ Dsh(z ou DshC. Pour catalyser la réaction d’isomérisation, ces deux protéines doivent,
ftre sous forme réduite. Elles sont maintenues sous forme réduite grace & la protéine membranaire DsbD, laguelle est elle-méme
maintenue dans un état rédnit par des thiorédoxines cytoplasmiques. Les flcehes pleines indiquent le flux d'électrons et les fiéches
en pointillé indiquent la formation/isomérisation des ponts disulfures des protéines substrats.




1.5. Formation des ponts disulfures chez les bactéries

I.5.2 Les thiol-disulfides oxydoréductases de la bactérie B. subti-
lis

Chez Dacillus subtilis quatre TDOR ont été décrites : BdbA, BdbDB, BdbC, BdbD
{(Figure 17). Les génes bdbA et bdbB font partie du locus comprenant également les génes
de biosynthése de la sublancine 168, une bactériocine comportant deux ponts disulfures
(PAIK ef ol. 1998). Malgré cette proximité génétique, bdbA peut étre inactivée sans affecter
la production de la sublancine 168. Il semblerait que BdhC soit capable de compenser la
perte de BdbA car un double mutant bdbA-bdbC ne produit pas de sublancine 168 active
et que la délétion simple de bdbB affecte la production de la sublancine 168. Les protéines
BdbDB et BdbC sont des homologues de DsbB et semblent regpectivement responsables de

la ré-oxydation de BdbA ct BdbD (Figure 17; DORENBOS et al. 2002).

Milieu extracellulaire

SHSH s—s

SH SH

BdbD

Cytoplasme

FIGURE 17 — Modéle du Systéme Bdb chez B. subtilis 168 adapté de DOREN-
BOS 2004. Les protéines BdbA et BdbD sont impliquées dans la formation des ponts
disulfures des protéines extracellulaires. Elles sont ré-oxydées par les protéines transmem-
branaircs BdbB et BdbhC. La protéine BdbA est principalement ré-oxydée par la protéine
BdhB et la protéine BdbD est principalement ré-oxydée par la protéine BdbhC. Par ana-
logie de séquence avec la protéine DsbB, il a été supposé que les protéines BdbB et BdbC
étaient ré-oxydées par la chaine respiratoire via des quinones. Les fleches pleines indiquent
le flux d’¢lectrons ct les fléches en pointillé indiquent la formation des ponts disulfures.
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I.5.3 Les thiol-disulfides oxydoréductases chez les autres bacté-
ries gram-positives

Peu de choses sont connues sur la formation des ponts disulfures chez les bactéries
gram-positives. La recherche par homologie de séquences de TDOR chez les autres bacté-
ries gram-positives est difficile car elles présentent en général peu de similarité de séquences
entre elles (15 % - 25 %) (DANIELS et al. 2010; DAVEY et al. 2013). Cependant, plusieurs
TDOR ont été décrites chez les firmicutes. Deux TDOR ont été caractérisées chez Coryne-
bacterium glutamicum et I'une d’elle semble conservée dans le phylum des Actinobacteria.
Une TDOR a aussi été caractérisée chez S. aureus, nommée SaDsbA, mais aucun substrat
n’a pu lui étre attribué¢ (DUMOULIN et al. 2005). Une TDOR a aussi été isolée chez Strep-
tococcus gordonii (DAVEY et al. 2013) et une autre impliquée dans la biosynthése de la
bactériocine thermophiline 13 chez Streptococcus thermophilus a été isolée (FONTAINE et
HoLs 2008). Cependant, il ne semble pas y avoir d’homologue des protéines DsbB, DsbD,
BdbB et BdbC chez ces firmicutes. Une étude a démontré que la vitamine K époxyde oxy-
doréductase (VKOR) est capable de régénérer DsbA chez E. coli (DUTTON et al. 2008).
Il existe des VKOR chez Corynebacterium glutamicum, c¢’est pourquoi il a été suggéré que
les VKOR pouvaient étre responsables de la régénération des TDOR chez cette bactérie.
Chez les S. aureus, SaDsbA est capable de former des ponts disulfures dans une souche
d’E. coli pour laquelle les génes dsbA et dsbB ont été inactivés, mais aussi dans une souche
de B. subtillis pour laquelle les génes bdbB et bdbC' ont été inactivés. En conséquence, il
a été supposé que SaDsbA était régénérée sans quinone oxydoréductase, et qu’elle I’était
via une protéine encore inconnue ou via les composants oxydés du milieu (DUMOULIN
et al. 2005 ; KOUWEN et al. 2007). Les analyses structurales de SaDsbA ont révélé que les
formes réduites et oxydées avaient la méme stabilité thermodynamique, ce qui permettrait

une ré-oxydation efficace via les composées oxydés du milieu (HERAS et al. 2008).

I.5.4 Les thiol-disulfides oxydoréductases et les bactériocines de
la sous-classe Ila

Les bactériocines de la sous-classe I1a ont 1 ou 2 ponts disulfures. Une étude a démontré
que les ponts disulfures d’une pédiocine PA-1 synthétique étaient capables de se former
correctement de maniére spontanée (FIMLAND et al. 1996). Cependant, il a été décrit par
la méme équipe que les ponts disulfures de la pédiocine étaient mal formés quand celle-ci
est produite de fagon hétérologue par Lb. sakei (FIMLAND et al. 2000). Des analyses par
RP-HPLC ont révélé que Lb. sakei produisait trois isoformes de la pédiocine, alors que

le producteur naturel n’en produit qu’une. Les trois isoformes correspondent aux trois
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appariments possibles des cystéines. Il en a été déduit qu’il existait chez le producteur

naturel une protéine catalysant la formation des ponts disulfures de la pédiocine PA-1.
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Objectifs de la thése

L’un des enjeux majeurs de la production hétérologue est la production de protéines
en grande quantité a 1’état natif. Lactococcus lactis est un hote attractif par rapport
a FEscherichia coli pour la sécrétion de protéines recombinantes, en particulier quand il
s’agit de produire des bactériocines de la classe Ila : L. lactis peut en effet secréter ces
peptides antibactériens dans le milieu extracellulaire sous forme active sans effet délétére
pour sa survie et sa croissance. L’objectif de cette thése est d’améliorer la production
hétérologue de la pédiocine PA-1, une bactériocine modéle, chez L. lactis aux niveaux
quantitatif et qualitatif en ciblant respectivement les étapes de sécrétion et de maturation

post-traductionnelle.

Un peptide signal comme celui de la protéine Usp4b de L. lactis peut étre fusionné a
Iextrémité N-terminale de la protéine d’intérét pour permettre sa sécrétion via le systéme
général de sécrétion. Il est décrit que la nature de la séquence protéique en aval du site
de coupure du peptide signal peut avoir un impact important sur l'efficacité de 'export
(LE LOIR et al. 1998 ; LE LOIR et al. 2005). En effet, lorsque la protéine d’intérét présente
une charge positive a I'extrémité N-terminale, 'export de la protéine recombinante est
diminué de fagon drastique. Il a ainsi été envisagé de tester la production de la pédiocine
PA-1, via le systéme Sec et a I'aide de la séquence SPygpas, sous trois formes : une forme
strictement constituée de la séquence mature de la pédiocine, et deux peptides dérivés de
la pédiocine auxquels ont été fusionnés les pro-peptides SD et LEISSTCDA. L’insertion
du pro-peptide LEISSTCDA entre le peptide signal et la protéine NucB permet en effet
d’améliorer sa production de 3 mg/L a 15 mg/L, démontrant ainsi I'importance de la
nature des acides aminés localisés juste derriére le peptide signal (LE LOIR et al. 1998;
MORELLO et al. 2008 ; PONTES et al. 2011). Outre le peptide LEISSTCDA, le pro-peptide
SD a été fusionné a la bactériocine divercine RV41 et sécrété de facon hétérologue chez
L. lactis. Ce pro-peptide est le résultat du clonage de la séquence codant la divercine
dans le vecteur d’expression pSec : I'enzyme de restriction NsiI utilisée code en effet la
séquence peptidique SD (BERMUDEZ-HUMARAN et al. 2007). Comme le résidu aspartate

du pro-peptide SD est chargé négativement, une hypothése vraisemblable est que le pro-
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peptide SD permette d’améliorer la sécrétion des protéines recombinantes. Toutefois, a
notre connaissance, aucune étude ne décrit 'impact réel de ce pro-peptide sur Defficacité
de la sécrétion et son impact sur le pouvoir antibactérien d’une bactériocine de la classe
ITa.

FIMLAND et al. 2000 ont montré que trois isoformes de la pédiocine sont sécrétées
lorsque celle-ci est produite de fagon hétérologue chez Lb. sakei. Ces trois isoformes cor-
respondent a des mésappariements de cystéines conduisant a la formation de ponts disul-
fures non natifs. Par ailleurs, il est décrit que la production hétérologue de bactériocines
de la classe I1a chez L. lactis permet d’obtenir des bactériocines recombinantes faiblement
actives par rapport aux bactériocines sauvages (BERMUDEZ-HUMARAN et al. 2007 ; BOR-
RERO et al. 2011a; JIMENEZ et al. 2013; MARTIN et al. 2007a,b). Un objectif de cette
thése est d’améliorer du point de vue qualitatif la production de pédiocine en identifiant
un procédé moléculaire permettant de favoriser la formation de ponts disulfures natifs

chez L. lactis.
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Chapitre 11

Matériel & Méthodes

II.1 Microbiologie

I1.1.1 Souches et conditions de culture

Les souches utilisées dans cette étude sont présentées dans le tableau 7. Elles pro-
viennent de la collection privée du laboratoire (Laboratoire de microbiologie alimentaire ;
LMA) ou de collections publiques et ont été conservées a -80°C dans un milieu supplé-

menté avec 10% de glycérol.

a) Lactococcus lactis

Lactococcus lactis NZ9000 et L. lactis ML3 ont été cultivées en bouillon M17 (Difco,
Sparks, USA) supplémenté avec 1% de glucose (m/v) (bouillon GM17) & 30°C. Les souches
de L. lactis transformées ont été cultivées dans un milien GM17 supplémenté avec 10

ug/mL de chloramphénicol et/ou d’érythromycine (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA).

b) Lactobacillus plantarum LMAX

Lactobacillus plantarum LMAX est un producteur naturel de la pédiocine PA-1. Cette
souche a été isolée a partir d’un ferment (HOLDBACT™™ Listeria ; Danisco, Copenhague,
Danemark) et a été cultivée dans un bouillon de Man, Rogosa et Sharpes (MRS, Biokar,

Beauvais, France) a 30°C.
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c) FEscherichia coli

FEscherichia coli a été cultivée en bouillon LB (Lysogeny Broth) sous agitation (200 rpm ;
Amplitude : 20 mm) en condition aérobie a 37°C. Les souches E. coli transformées ont
été cultivées dans un bouillon LB supplémenté avec 10 pug/mlL de chloramphénicol et/ou

180 pg/mL d’érythromycine.

d) Carnobacterium maltaromaticum

Les souches appartenant a 'espéce C. maltaromaticum ont été cultivées dans un
bouillon de tryptone et de soja (TSB; Biomérieux, Marcy-I'Etoile, France) supplémenté
avec 6 g/ d’extrait de levure (TSBYE) & 30°C. Les souches dérivées de C. maltaroma-
ticumn DSM20730 transformées ont été cultivées dans un bouillon TSBYE supplémenté

avec 5 pug/mL de chloramphénicol et/ou d’érythromycine.

e) Listeria monocytogenes EGDe luz

La souche Listeria monocytogenes EGDe luz (RIEDEL et al. 2007) a été cultivée dans
un bouillon TSBYE a 30°C.
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Tableau 7 — Souches utilisées.

Bactérie

Description

Référence

Lactococcus lactis NZ9000

Souche dérivée de L. lactis MG1363 ;
pepN::nisRK™

KUIPERS et al. 1998

L. lactis ML3 ® (= NCDO 763)

Souche transformée avec le pRSNpedA
contenant ’ensemble de I'opéron pédiocine
sous le contréle du promoteur P54

RENYE et SOMKUTI 2010

L. lactis NZ9000 _pSec::nucB

Souche L. lactis NZ9000 transformée avec le
plasmide pSec::nucB contenant le géne
nucB sous le controle du promoteur P4

Cette étude

~

. lactis NZ9000 _pSec::rpedA

Souche L. lactis NZ9000 transformée avec le
plasmide pSec::rpedA contenant le géne
AgppedA sous le controle du promoteur
PnisA

Cette étude

&~

. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA

Souche L. lactis NZ9000 transformée avec le
plasmide pSec::s-rpedA contenant le géne
sd:: AgppedA sous le controle du promoteur

Pm'sA

Cette étude

&~

. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA

Souche L. lactis NZ9000 transformée avec le
plasmide pSec::l-rpedA contenant le géne
leissteda:: AgppedA sous le controle du
promoteur P54

Cette étude

L. lactis NZ9000 pSec::h-rpedA

Souche L. lactis NZ9000 transformée avec le
plasmide pSec::h-rpedA contenant le géne
histag:: AgppedA sous le controle du
promoteur P44

Cette étude

a. Souches issues de la collection : National Collection of Food Bacteria (NCDO)

21000104 N L[]
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Tableau 7 - Suite

Bactérie Description Référence

Souche L. lactis NZ9000 transformée avec le
L. lactis NZ9000 pOri::pedB plasmide pOri::pedB contenant le géne pedB Cette étude
sous le controéle du promoteur Pag

Souche L. lactis NZ9000 transformée avec le
plasmide pSec::nucB contenant le géne
L. lactis NZ9000 pSec::nucB _pOri::pedC nucB sous le controle du promoteur Pj,;s4 Cette étude
et le plasmide pOri::pedC contenant le géne
pedC sous le controle du promoteur Pag

Souche L. lactis NZ9000 transformée avec le
plasmide pSec::rpedA contenant le géne
AgppedA sous le controle du promoteur
P.isa et le plasmide pOri::pedC contenant
le géne pedC' sous le controle du promoteur
P

L. lactis NZ9000 pSec::rpedA _pOri::pedC Cette étude

SOPOYIIIN £ 1M1V T 94700y

Souche L. lactis NZ9000 transformée avec le
plasmide pSec::s-rpedA contenant le géne
sd:: AgppedA sous le controle du promoteur
P.isa et le plasmide pOri::pedC contenant
le géne pedC sous le contrdle du promoteur
Pos

L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA_pOri::pedC Cette étude

Carnobacterium maltaromaticum DSM20730 P Souche sensible & la pédiocine MILLER et al. 1974

Souche transformée avec le pRSNpedA
C. maltaromaticum DSM20730 pRSNpedA contenant I'opéron pedABCD sous le Cette étude
controle du promoteur P,;s4

b. Souches issues de la collection : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ)
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Tableau 7 - Suite

Bactérie

Description

Reéférence

C. maltaromaticumm DSM20730 pSec::nucB_pOri23

Souche C. maltaromaticum DSM20730
transformée avec le plasmide pSec::nucB et
le plasmide pOri23

Cette étude

C. maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB _pOri::pedB

Souche C. maltaromaticum DSM20730
transformée avec le plasmide pSec::nucB et
le plasmide pOri::pedB contenant le géne
pedB sous le contrdle du promoteur Pog

Cette étude

Q

. maltaromaticum F2

Souche isolée d’'un camembert

RAHMAN et al. 2014

Q

. maltaromaticum F88

Souche isolée d'un fromage pérail

CAILLIEZ-GRIMAL et al. 2007

C. maltaromaticum CIP101342 ¢

Souche isolée de sang humain

RAHMAN et al. 2014

Escherichia coli DH5o¢

F~, endAl, hsdR17 (ry; m}}), gln V44, thi-1
deoR, gyrA96, recAl, relAl, supFE44,
A(lacZYA-argF)U169, \-,(I180dlac A(lacZ)
M15)

WoODCOCK et al. 1989

E. coli DH5o«  pOri::pedB

Souche E. coli DH5« transformée avec le
plasmide pOri::pedB contenant le géne pedB
sous le contréle du promoteur Pog

Cette étude

Listeria monocytogenes EGDe luz

Souche dérivée de L. monocytogenes EGDe.
Le plasmide pPL2luz el a été intégré au
chromosome au niveau du géne

tRNAAT attB’

RIEDEL et al. 2007

Lactobacillus plantarum LMAX

Souche productrice de pédiocine, isolée &
partir d’un fromage HOLDBAC™™ Listeria

Dupont Danisco

c. Souches issues de la collection de I'Institut Pasteur

21000104 N L[]
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I1.2 Biologie moléculaire

I1.2.1 Génes synthétiques

Les geénes synthétiques (Pso_ AgppedA, Py sd::Ag,pedA, Psy_leissteda::AgppedA et
histag:: AsppedA) utilisés dans cette étude ont été commandés chez Genscript USA Inc.
(Piscataway, USA). Hormis le géne histag::AgppedA, ces génes ont tous été congus sur le
modéle suivant : un site de restriction BgllI, la séquence nucléotidique du promoteur Ps,,
la séquence spypa5 codant le peptide signal, puis une séquence codant la pédiocine mature
sauvage ou modifiée (par fusion a I'extrémité 5° d’une séquence codant le peptide SD ou
LEISSTCDA); en 3’ de la séquence figure un site EcoRI.

I1.2.2 Reéaction de polymérisation en chaine

Les plasmides utilisés dérivent des plasmides pSec::nucB et pOri23 et sont listés dans
le tableau 9. Ils ont été modifiés en remplacant la séquence codant la protéine NucB par un
géne synthétique ou par insertion de génes provenant de la souche Lb. plantarum LMAX
(pedB, pedC'). Les protocoles, les amorces (Eurogentec, Seraing, Belgique) et les noms des
produits de réaction de polymérisation en chaine (PCR) sont indiqués dans le tableau 8.
Pour les PCR, une polymérase de haute-fidélité a été utilisée (Pfz50 ; Invitrogen, Carlsbad,
USA).

Les produits de PCR P32PEDA, P32SD et P32LEI ont été obtenus en utilisant les
génes synthétiques Psy sd:: Ay, pedA et Psy_ leissteda:: AgpypedA comme matrice.

Les produits de PCR PCRSD et PCRLEI ont été obtenus en utilisant respectivement,
les génes synthétiques Psy_ sd::Ag,pedA et Py leissteda::AgypedA comme matrice. Ces
amorces permettent d’amplifier la séquence du A,,pedA et d’ajouter un site de restriction
Nsil en amont du géne AgypedA et un site de restriction EcoRl quelques bases aprés le
codon stop du géne Ag,pedA.

Le géne spyspas ::AgppedA, permettant ’expression du géne codant la structure mature
de la pédiocine sous le controle du promoteur P,;;4 a été obtenue aprés 3 PCR successives.
Les deux PCR PEDA1 et PEDA2 ont été réalisées en utilisant le plasmide pSec::s-rpedA
comme matrice. Les amorces permettant d’amplifier ces produits de PCR ont été élaborées
de facon a ce que 'extrémité 3’ du produit de PCR PEDAL, lequel code SPygpas, s’hybride
avec l'extrémité 5 du produit de PCR PEDA2, lequel code A, pedA. La PCR PEDA3
a été réalisée en utilisant les produits de PCR PEDA1 et PEDA2 comme matrice. Cette

PCR permet de déléter les acides nucléiques codant le pro-peptide SD en amont de la
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séquence codant la structure de la pédiocine mature, le plasmide résultant présente ainsi
un géne pour lequel la séquence codant la structure de la pédiocine mature est directement
fusionnée a la séquence spy,gpas.

LADN de la souche Lb. plantarum LMAX a été utilisé pour amplifier les produits
de PCR PEDB et PEDC. Les produits de PCR PEDC et PEDB contiennent la séquence

nucléotidique codant respectivement pedC et pedB.
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Tableau 8 — Amorces et produits de PCR.

Nom des
produitz=de  Matrice Oﬁgonngléq.ﬁd_eg’ Protocole
PCR
P31SD Py sd- A pedd Sens : CGTTGTARAACGACGGOCAG
Anti-zens : TTCACACAGEAAACAGCTATEA
P3ILEI Py letzsteda::A, pedd Sens 1 CGTTGTAAAACGACGECCAS Déénaturation mitiale : 94°C - 2 min
= 30 cycles : dénaturation 94°C — 15 s; hybridation 50°C - 1 min ; élongation 68°C - 45 5
Anti-zens - TTCACACASGAAACAGCTATSA Elengation finale - 68°C — 5 min
PIIPEDA Py A pedd Sens : CGTTGTAAAACGACGECCAG
Anti-sens : TTCACACAGGAAACAGCTATGA
PEDB Lb. plantaron LMAX Sens :ATCGGGATCCTAAAAAGGGAGGOCAAATATAATGAATAAGACTAAGTCGGAA
Anti-sans -ATCGCTGCAGCTATTGGCTAGGCCACGT
Déénaturation mutiale : 94 °C - 2 mm
PCRED Pyy_sd-id pedd Sens (COCCCCCCAT COATCTGATA A ATATTATGGTAATGGAGTTACTTGTGGA 15 cycles - dé tion 94 °C — 15 s; hybridation 50 °C - 1 min ; &l tion 68 “C45 s
Anti-sens - CCCCCCGAATTCACTAGTCCTTAACATTTATGATTACCTTG 15 eycles - dénaturation 94 °C— 15 ; hybridation 35 °C - 1 min ; élongation 68 "C45 s
Elomgation finale - 68 °C— 5 mm
PCRLEI Py leizsteda- A, pedid Sens :CCCCCCCCATGCATTAGAAATTTCATCAACATGTGATGCTAAATAT
Anti-sens (COCCCOGAATTCACTAGTCCTTAACATTTATGATTACCTTG
PCRH histag: - Apedd Sens :CCCCCCCCATGCATCTGATCATCATCATCATCATCACAGCA Dhématuration initiale - 94 °C - 2 min
15 eycles - dénaturation 94 °C — 15 s; hybridation 53 °C - 1 min ; &longation 68 “C-45 5
15 cyr:l.e_s'. dénahnaﬁm%_"c_—ls 5; hybridation 3% °C - 1 min ; élongation 68 "C-45 5
Anti-zens -CCCCCCGAATTCACTAGTCCTTACTAGCATTTATGATTACCTT Elongation finale : 63°C - S min
PEDAI plscis-rpedd Sens :ACAGCTCCAAGATCTAGTCTT Diénaturation mitiale : 94 °C - 2 min
15 cycles : dénaturation 94 °C — 15 s; hybridation 55 °C - 1 min ; élongation 68 “C~45 s
Anti-zans -AGTAACTCCATTACCATAATATTTTGCATAAACACCTGACAACGG Elongation finale : 68 *C— 5 min
PEDAZ placis-rpedd Sens COGTTETCAGGT GTTTATGCAAAATATTATGGTAATGGAGTTACT Drénaturation mitiale : 94 °C - 2 mm
. 15 eycles : dénaturation 94 °C — 15 5; hybndation 39 °C - | min ; élengation 68 "C45 5
Anti-zens (ACATGCTGAAGAGCATCTCATT Elcmgation finzle : 68 °C— 5 mim
PEDAZ PEDAL and PEDAZ Sens ACAGCTCCAAGATCTAGTCTT Dhénaturation initiale : 94 °C - 2 min
15 cycles : dénaturation 94 °C — 15 5; hybridation 52 °C - 1 min ; élongation 68 "C-45 s
Reverse (ACATGCTGAAGAGCATCTCATT Eloneation finale : 68 °C - Smin
FEDC Lb. plantarum LMAY Sens :GGGGGGECCATOCTAAA L AGGGAGGCCAAATATAATGTCTAAGAAATTTITGETCALY Dienaturation mtale : 94 °C - 2 mm

Anti-sens (GEEGGEGCTCCACCTACTGATTATTGTAATCAGC

15 cycles : dénaturation 94 *C — 15 s; hybndation 52 °C - 1 min ; élengation 68 “C-45 s
15 cyeles - dénaturation 94 *C — 15 5; hybndation 55 °C - 1 min ; élongation 68 *C-45 s
Elongation finale - 68 °C — 5 mm

a3, Lez zitez de reztriction sont en sras.
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11.2. Biologie moléculaire

I1.2.3 Construction des plasmides

Les plasmides utilisés durant cette étude sont listés dans le tableau 9 (des schémas
sont disponibles en annexe A page 125) et dérivent tous des plasmides pSec::nucB et
pOri23. Ils ont été construits en utilisant les produits de PCR listés dans le tableau 8 et

en suivant la stratégie suivante :

1. Le produit de PCR est digéré par des enzymes de restriction.

2. Le plasmide parent (pSec::nucB ou pOri23) est digéré par les mémes enzymes de
restriction et est dé-phosphorylé par une phosphatase d’intestin de veau (CIP ; New
England Biolabs, Ipswich, USA).

3. L’insert est inséré dans le plasmide digéré et dé-phosphorylé en utilisant la ligase
du phage T4 (T4 DNA ligase ; Invitrogen, Carlsbad, USA).

4. Les mélanges de ligation sont utilisés pour transformer L. lactis NZ9000 (excepté
pour le mélange de ligation contenant le plasmide pOri::pedB qui a été utilisé pour

transformer F. coli DH5x).

Pour construire les plasmides pSec::Pgg-s-rpedA, pSec:: Pss-l-rpedA et pSec:: Psa-rped A
a partir du plasmide pSec::nucB, les produits de PCR P325SD, P32LEI et P32PEDA
ont été digérés par les enzymes de restriction BglIl et FEcoRI (New England Biolabs,
Massachusetts, Ipswich, USA) et ont été insérés dans un plasmide pSec::nucB digéré par
les mémes enzymes.

Les plasmides pSec::s-rpedA, pSec::l-rpedA et pSec::h-rpedA ont été construits & partir
du plasmide pSec::nucB, et des produits de PCR PCRSD, PCRLEI et PCRH. Ces produits
ont été digérés par les enzymes de restriction Nsil et EcoRI (New England Biolabs,
Massachusetts, Ipswich, USA) et ont été insérés dans un plasmide pSec::nucB digéré par
les mémes enzymes.

Pour générer pSec::rpedA, le produit de PCR PEDA3 a été digéré par Bglll et Xhol
(New England Biolabs, Ipswich, USA) puis a été inséré dans un vecteur pSec::nucB digéré
par les mémes enzymes.

Les plasmides pOri::pedB et pOri::pedC' ont été construits en utilisant le plasmide
pOri23. Les produits de PCR PEDB et PEDC ont été digérés par les enzymes BamHI
et Pstl (FastDigest, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) et insérés dans un vecteur
pOri23 digéré par les enzymes BamHI et Pstl.
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Tableau 9 — Plasmides utilisés

Plasmides Description Référence
CmP®, le géne B est sous le controle BERMUDIZ-
m ne s snuc u ntr ,
pSec::nucB €8 Puspds HUMARAN et al.

du Pysa, repA, repC

2007

pSec::Pga  rpedA

Cm®, dérivé du plasmide pSec::nucB portant le
géne spyspas :rpedA permettant la sécrétion de
la Rpédiocine via le promoteur P gz

Cette étude

pSec::Pss  s-rpedA

Cm®, dérivée du plasmide pSec::nucB portant le
géne spyspas :s-rpedA permettant la sécrétion
de la S-Rpédiocine via le promoteur P g2

Cette étude

pSec::Psz  l-rpedA

CmP®, dérivée du plasmide pSec::nucB portant le
géne spyspas ::l-rpedA permettant la sécrétion
de la L-Rpédiocine via le promoteur P 3

Cette étude

pSec::rpedA

Cm®, dérivé du plasmide pSec::nucB portant le
geéne spyspas :rpedA permettant la sécrétion de
la Rpédiocine via le promoteur P54

Cette étude

pSec::s-rpedA

Cm®, dérivé du plasmide pSec::nucB portant le
géne spyspas ::s-rpedA permettant la sécrétion
de la S-Rpédiocine via le promoteur P;s4

Cette étude

pSec::l-rpedA

Cm®, dérive du plasmide pSec::nucB portant le
géne spyspas ::l-rpedA permettant la sécrétion
de la L-Rpédiocine via le promoteur P54

Cette étude

pSec::h-rped A

CmP®, dérive du plasmide pSec::nucB portant le
géne spyspas ::histag-rpedA permettant la
sécrétion de la H-Rpédiocine via le promoteur
Prisa

Cette étude

pOri23 ermAM, Pos, repD, repE QUE et al. 2000
ermAM, Pog, dérivé du plasmide pOri23 )

pOri::pedB portant le géne pedB Cette étude

pOri::pedC ermAM, Pog, dérivé du plasmide pOri23 Cotte stude

portant le géne pedC
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I11.2.4 Préparation de bactéries compétentes et électroporation

a) Lactococcus lactis NZ9000

Les plasmides pOri23, pSec::nucB, pSec::rpedA, pSec::s-rpedA, pSec::l-rpedA, pSec::h-
rpedA et pOri::pedC ont été clonés chez L. lactis NZ9000, seuls ou en combinaison par
utilisation de la méthode décrite ci-dessous. Cette méthode a été adaptée de la méthode
d’HoLo et NES 1989.

La souche L. lactis NZ9000 a été cultivée dans un bouillon M17 supplémenté avec
0,5 M de sucrose, 1% (m/v) de glycine et 0,5% (m/v) de glucose (SMGG) pendant 17 h
4 30°C. Un dixiéme de cette culture a été utilisé pour inoculer 100 mL de SMGG, placé
a 30°C jusqu’a ce que la culture atteigne une DOgyony, de 0,4. Aprés centrifugation a
5000 g pendant 5 min a 4°C, le culot a été suspendu dans 1 mL de tampon de lavage,
préalablement refroidi a 4°C (0,5 M de saccharose; 10% v/v de glycérol). Cette étape
de lavage a été répétée deux fois. Aprés le dernier lavage, le culot est re-suspendu dans
500 uL de tampon de lavage. Les bactéries re-suspendues ont été stockées a -80°C en
aliquotes de 40 uL.

Pour I’électroporation, 40 puL de bactéries compétentes ont été transformées avec 6
ul. de produit de ligation (dialysé contre de 'eau ultra pure pendant 15 minutes) ou
de plasmide purifié. Un électroporateur Gene-Pulser (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
USA) a été utilisé pour délivrer un choc électrique (constante de temps 4,7 s7!) en utilisant

les paramétres suivants :
e 225 kV
e 225kV/cm™!
e 200 Q
e 25 uF

Les bactéries ont ensuite été transférées dans 4 mL de SMGMC (M17 supplémenté
avec 0,5 M de sucrose, 20 mM MgCly et 2 mM CaCly) pendant 2h a 30°C, puis étalées

sur un milieu solide (0,5 M de sucrose + M17) supplémenté en antibiotique.

b) Escherichia coli DH5x

La préparation de cellules compétentes E. coli débute par une culture de 10 mL de
17 h. Cette culture a été utilisée pour inoculer 100 mL de LB. Le milieu LB fraichement
inoculé a été placé a 37°C sous agitation (200 rpm; Amplitude : 20 mm). A DOsooum

de 0,6, la culture a été centrifugée a 5000 g pendant 10 minutes puis le culot lavé dans
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50 mL de glycérol 10% (v/v). Cette étape est répétée 3 fois. Aprés le dernier lavage,
le culot est re-suspendu dans 500 uL, et des aliquotes de 50 uL sont stockées a -80°C.
Pour ’électroporation, 50 puL de bactéries ont été mélangés avec 5 puL. de produit de
ligation dans une cuvette d’électroporation (Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA). Les

parameétres d’électroporation utilisés sont :

e 25 kV

e 25 kV/em™?

e 200 Q

e 25 uF

Les bactéries sont ensuite placées dans 1 mL de LB & 37°C pendant 1 h et les bactéries

transformées ont été sélectionnées sur un milieu LB solide supplémenté avec 150 pg/mL

d’érythromycine.

c) Carnobacterium maltaromaticum

Une culture de 17 h de C. maltaromaticum a été diluée 10 fois dans 100 mL de TSBYE
et placée a 30°C jusqu’a ce quune DOgoonm de 0,7 soit atteinte. Les bactéries ont ensuite
été centrifugées a 6000 g pendant 15 min et le culot a été lavé dans du glycérol 10%
(v/v). Cette étape a été répétée 2 fois. Le culot cellulaire a ensuite été re-suspendu dans
500 uL de glycérol et les bactéries ont été conservées a -80°C en aliquotes de 50 pL.
L’électroporation a été faite en utilisant un électroporateur Gene-Pulser. Cing microlitres
de plasmide ont été mélangés avec 50 pl. de bactéries compétentes dans une cuvette

d’électroporation. Les paramétres d’électroporation sont :

e 2,25 kV
o 22,5 kV/cm™!
e 200 QO

e 25 uF

Aprés I’électroporation, les bactéries ont été placées & 30°C pendant 4 h dans 4 mL
de TSBYE. Les bactéries transformées ont été sélectionnées sur un milieu TSBYE solide

supplémenté avec 5 pg/mL d’érythromycine et/ou de chloramphénicol.
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I1.2.5 Extraction d’ADN plasmidique et génomique

a) Extraction d’ADN plasmidique chez L. lactis

Le protocole d’extraction de plasmide développé pour L. lactis a été mis au point
suivant le principe décrit par O’SULLIVAN et KLAENHAMMER 1993.

Une culture de 10 mL a été centrifugée 15 min a 5000 g & température ambiante
(centrifugeuse minispin Eppendorf, Hambourg, Allemagne). Le culot a été re-suspendu
dans 200 uL d’une solution d’eau ultra pure contenant 25% de saccharose (m/v) (Sigma-
Aldrich, Saint-Louis, USA), 30 mg/mL de lysozyme (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) et
25 pg/mL de RNAse A (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA). Aprés une incubation de 15
minutes a 55°C, les bactéries ont été lysées en ajoutant 400 ul. d’une solution contenant
3% de SDS (m/v) et 0,2 M de NaOH. Une étape de précipitation des protéines et de
PADN chromosomique est réalisée par ajout de 300 uL d’une solution contenant 3 M
d’acétate de sodium et 1’échantillon est centrifugé a 11 000 g pendant 15 min pour séparer
I’ADN plasmidique du précipité. Le surnageant est récolté et les ADN plasmidiques sont
précipités par ajout d’un volume d’isopropanol (-20°C), puis I’échantillon est centrifugé
a 11 000 g pendant 15 min. le culot est ensuite séché a 37°C pendant 30 min puis repris
dans 200 pL. d’eau ultra pure.

L’ADN plasmidique est ensuite purifié en utilisant le kit NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up (Macherey-Nagel, Diiren, Allemagne) en suivant les recommandations du fabri-

quant. L’étape d’élution a été réalisée avec de I’eau ultra pure a pH = 8.5.

b) Extraction d’ADN total de la souche Lactobacillus plantarum LMAX

Les ADN totaux de Lb. plantarum LMAX ont été extraits a partir d’une culture de
10 mL. Cette culture a été centrifugée a 15 000 g pendant 15 minutes. Le culot bactérien
a été re-suspendu dans 500 pL. d’une solution contenant 10 mM de tris base (pH = 8) et
100 pg/ml de RNase A. Aprés 'ajout de 20 ulb d’une solution contenant 50 mg/mL de
lysozyme, ’échantillon a été incubé a 37°C pendant 40 min, puis 60 uL. d’une solution
contenant 0,5 M d’EDTA et 10 uL d’une solution contenant 20 mg/mL de protéinase K
ont été ajoutés. Aprés incubation de 10 min a 37°C, 60 ul d’une solution contenant 10%
de SDS (m/v, pH = 7,2) ont été ajoutés et 1’échantillon a été incubé a 50°C pendant
40 min. Puis, 350 uL d’une solution contenant 5 M de potassium et 3 M d’acétate ont
été ajoutés. Aprés séparation du précipité et du surnageant par centrifugation (15 000 g
pendant 10 min), 1 mL d’isopropanol a été ajouté au surnageant pour précipiter I’ADN.

L’ADN a ensuite été culoté par centrifugation a 10 000 g pendant 1 minute. Le culot a
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été lavé avec 1 mL d’éthanol & 70% (v/v) et re-suspendu dans 40 pl. d’eau ultra pure.

c) Extraction d’ADN plasmidique chez E. col:

I’ADN plasmidique d’E. coli a été extrait & partir d’une culture de 10 mL centrifugée
15 min & 5 000 g. Cet ADN a été isolé a partir du culot en utilisant le kit NucleoBond®
(Macherey-Nagel, Diiren, Allemagne). L’étape d’élution a été réalisée avec de I'eau ultra

pure a pH = 8,5.

II1.3 Production hétérologue de la pédiocine

I1.3.1 Préparation des starters

Une culture de 17 h a été réalisée a partir d’une colonie isolée sur milieu solide. Aprés
17 h, 10% de glycérol ont été ajoutés dans le milieu GM17 et des aliquotes ont été stockés
a -80°C.

11.3.2 Production en flacon de 250 mL

Une aliquote de starter a été décongelée et utilisée pour ensemencer 20 mL de GM17.
Aprés 17h de culture a 30°C, cette derniére a été utilisée pour ensemencer 250 mL de
GM17 a une DOgoonm = 0,02 ou 0,1. La culture a été agitée a 100 rpm (Amplitude : 20
mm). Toutes les heures la DOggonm @ été mesurée et quand elle a atteint 0,4 la production
a été induite avec 0,1 pg/mL d’une solution contenant 2,5% de nisine (m/v). Aprés 24 h,
la culture a été arrétée et le poids sec de 50 mL de culture a été mesuré. Le surnageant a
été récolté par centrifugation a 5000 g (15 min), le pH a été ajusté & 7 avec une solution
de NaOH a 4 M, et le surnageant a été stérilisé par filtration (pores de 0,22 pum). Ce

dernier a été conservé a -20°C pour analyses ultérieures.

11.3.3 Production en fermenteur de 2 L

La culture a été réalisée en milieu M17 supplémenté avec 10% de glucose (m/v) selon
la méthode modifiée de MIERAU et al. 2005 dans un milieu M17 supplémenté avec 10%
de glucose (m/v) en utilisant un fermenteur de 2 L (Global Process Concept, La Rochelle,
France). Les valeurs de consigne sont les suivantes (Figure 18) :

— pH = 7; régulé avec du NH,OH 25% (m/v) (Sigma-Aldrich, Saint-louis, USA)
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— Agitation axiale avec un mobile de type Rushton & 250 rpm

— Pourcentage d’oxygéne dissous stabilisé & 5% par ajout d’air

— Température : 30°C
L’induction a été réalisée & DOgoonm — 4 - 5 avec 2 pg/mL d’une solution contenant
2,5% de nisine (m/v). La croissance de la bactérie a été suivie toutes les heures par

mesure de la DOggoum. La culture est arrétée aprés 24 h.

Sonde pH
pH=7,00

Sonde O, & < NH,OH 25%

5 DO,%

Sonde de température 415‘

30°C «Anj

»Air

FIGURE 18 — Procédé de production en fermenteur de 2 L. Le pH, le pourcentage
d’oxygene dissous et la température dans le fermenteur sont mesurés via des sondes. Le pH
dans le fermenteur est maintenu a 7 en ajoutant une solution de NH,OH. Le pourcentage
d’oxygéne dissous est stabilisé a une valeur consigne de 5% par ajout d’air. Le milieu est
agité en utilisant un mobile de type Rushton a 250 rpm. La température est maintenue a
une valeur consigne de 30°C.
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I1.4 Analyse de pédiocines recombinantes

I1.4.1 ELISA

a) Anticorps primaires

Afin d’évaluer la quantité de pédiocine PA-1 produite par L. lactis, la méthode de

dosage ELISA a été retenue. Pour ce dosage, des anticorps anti-pédiocine PA-1 ont été

produits & facon par Eurogentec selon la méthode décrite par MARTINEZ et al. 1998.

Dans cette méthode, un peptide correspondant a la partie C-terminale de la pédiocine
PA-1 (NH2-ATGGHQGNHKC-COOH) fusionné a la KLH (Keyhole limpet hemocyanine ;

PH2-KLH) a été utilisé pour immuniser deux lapins selon le protocole suivant :

1.

JO : 450 mg du peptide PH2-KLH a été mélangé a 'adjuvant de Freund (& un ratio

1/1) et le mélange a été administré aux lapins par injection sous-cutanée.

J14 et 21 : la méme dose a été administrée aux mémes lapins par injection intra-

musculaire.
J28 : la veine marginale de l'oreille du lapin est saignée.

Une dose de PH2-KLH mélangée a 'adjuvant de Freund (& un ratio 1/1) est de

nouveau administrée aux lapins par injection sous-cutanée aux jours 35, 45 et 56.
J63 : la veine marginale de l'oreille du lapin a une nouvelle fois été saignée.

J72 : le saignement final a été réalisé par ponction cardiaque. Le sérum a ensuite
été extrait aprés une incubation a 4°C et une centrifugation a 1 000 g pendant 15

minutes.
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11.4. Analyse de pédiocines recombinantes

b)

Protocole ELISA

Une fois les anticorps primaires anti-pédiocine PA-1 synthétisés, un protocole permet-

tant d’évaluer la concentration des pédiocines recombinantes dans les surnageants a été

mis au point. Les étapes du protocole sont décrites ci-dessous :

1.

Les puits d’une microplaque 96-puits (Corning Inc., New york, USA) ont été recou-
verts avec 200 puL. de surnageant, ou de surnageant dilué dans du tampon phosphate

salin (PBS) contenant les pédiocines recombinantes, pendant une nuit a 4°C.

La plaque a ensuite été lavée huit fois dans un tampon de lavage constitué de PBS
contenant du tween 20 a 0,05% (m/v).

Les puits ont été bloqués avec 300 ul de lait écrémé (10% m/v dans du PBS,

Régilait, Saint-Martin-Belle-Roche, France) pendant 1 h & température ambiante.

La plaque a ensuite été lavée huit fois dans le méme tampon de lavage PBS-Tween
0,05.

. 150 uL d’un sérum dilué au 1/1 000 dans du PBS et contenant des anticorps anti-

pédiocine polyclonaux a été ajouté dans chaque puits pendant 1 h a température

ambiante.

Aprés 8 lavages, 100 uL d’une solution diluée d’anticorps secondaires de chévre
anti-IgG de lapin (1/2 000 dans du PBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ont été
ajoutés dans chaque puits. L’incubation a duré une heure a température ambiante.
Ces anticorps sont couplés a une peroxydase de raifort (HRP) pour quantifier la

liaison.

La plaque a de nouveau été lavée huit fois et 100 uL. de 3,37,5,5’-tetramethylbenzidine
(TMB) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) ont été ajoutés dans chaque
puits. Les anticorps secondaires liés sont détectés par I'ajout de TMB. La réac-
tion entre le TMB et la HRP a été stoppée par ajout de 100 uL de HySO,4 a 2N.

I’absorbance dans chaque puits est lue & 450 nm.

La courbe étalon a été réalisée avec de la pédiocine PA-1 purifiée provenant de Pedio-
coccus acidilactici (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) diluée dans du PBS. Les concentra-

tions en dérivés recombinants de la pédiocine ont été déterminées en se référant a cette

courbe étalon (Figure 20).
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0.4-
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Concentration en pédiocine PA-1

FI1GURE 20 — Exemple de courbe étalon utilisée pour doser les dérivés recom-
binants de la pédiocine.

I1.4.2 Dosage de I’activité antibactérienne par diffusion en milieu
gélosé

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de chacun des surnageants contenant les
dérivés recombinants de la pédiocine a été déterminée en utilisant la méthode décrite par
MATHIEU et al. 1993.

Des milieux de culture permettant une croissance optimale de la souche cible ont été
gélifiés par addition de 12 g.L~! d’agar (Biokar). Le milieu en surfusion a été ensemencé
avec la souche cible, préalablement repiquée deux fois afin d’avoir une DOgoonm, = 0,01,
puis 12 mL de milieu ont été coulés en boites de Petri et mis a 4°C pendant 30 min.
Des puits ont été creusés dans la gélose a 'aide d’une cloche de Durham stérile de 5 mm
de diamétre. A partir d’une solution de concentration connue, des dilutions au 1/2 ont
été réalisées dans de l'eau ultra pure. Un volume de 25 ul. d’échantillon a été déposé
dans chaque puits. Les milieux ont été incubés une nuit a 4°C, puis mis a la température
optimale de croissance de la souche cible pendant au moins 10 h. La présence d’une zone
d’inhibition est notée et son diamétre mesurée. Les essais ont été réalisés en triplicat. La
CMI est déterminée comme étant la derniére dilution entrainant I'inhibition de la souche
cible.
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I1.4.3 tricine-SDS-PAGE et gel d’activité

a) Précipitation au sulfate d’ammonium

Pour les analyses sur gel de polyacrylamide et en spectrométrie de masse, les protéines
du surnageants ont été précipités et concentrés au sulfate d’ammonium. L’avantage de la
précipitation au sulfate d’ammonium est qu’elle permet une précipitation différentielle
suivant le pl de la protéine. Cette précipitation permet d’éliminer les composants des
surnageants pouvant géner la détection au bleu de Coomassie.

La concentration en sulfate d’ammonium dans les surnageants est portée a 40% (m/v),
puis ils sont incubés & 4°C pendant une heure. Ils sont ensuite centrifugés et solubilisés

dans de I'eau ultra pure.

b) Gel de tricine-SDS-PAGE

Les protéines des surnageants ont été précipités au sulfate d’ammonium et les protéines
ont été séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate
de sodium et de tricine (tricine-SDS-PAGE) en suivant la méthode décrite par Schigger
(SCHAGGER 2006). Deux gels contenant 11% d’acrylamide (m/v) ont été réalisés. A la fin
de I'électrophoreése, le premier gel a été coloré en utilisant une solution contenant du bleu
de Coomassie. I’autre gel a été lavé 3 fois dans une solution d’eau ultra pure pendant
30 min puis a été placé sur une boite de Petri et recouvert d’'un milieu en surfusion
inoculé avec C. maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB a une DOgonm = 0,01. La boite
a ensuite été placée a 30°C pendant 17 h et la présence de zone d’inhibition de croissance

de la souche indicatrice a été recherchée.

I1.4.4 Spectrométrie de masse par MALDI-TOF

Les analyses de masse ont été réalisées en utilisant un spectromeétre de masse couplant
une source d’ionisation laser assistée par une matrice et un analyseur a temps de vol
(MALDI-TOF) a Nantes par la Plate-forme BIBS (Biopolymeéres, Biologie Structurale;
Rue de la Géraudiére - BP 71627, 44316 Nantes cedex 3, France).

Pour analyser le statut des ponts disulfures, deux bandes correspondant a la protéine
d’intérét sur gel de tricine-SDS-PAGE ont été découpées et ont subi un traitement tryp-
sique. L’une des bandes a subi une d’alkylation en utilisant de 'iodoacétamide et 1'autre
a d’abord été réduite préalablement a l’alkylation. Cette deuxiéme bande sert de témoin.

Les peptides trypsiques sont extraits en utilisant une solution contenant 2% d’acétoni-
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trile (v/v) et 0,04% d’acide trifluoroacetique (v/v) puis I'analyse a été conduite selon la

méthode standard de ’analyse de masse totale.

I1.5 Purification sur colonne IMAC

I1.5.1 Préparation des échantillons et des tampons

Pour que la H-Rpédiocine puisse étre purifiée par immobilized-metal affinity Chroma-
tography (IMAC), 100 mL de surnageant ont été équilibrés en imidazole par I'ajout de 2
mmol d’imidazole. Un tampon comprenant 20 mM d’imidazole (pH = 7,4) a été réalisé
pour permettre le lavage de la colonne. Le tampon d’élution a lui été fait a 250 mM

d’imidazole.

I1.5.2 Purification de la H-Rpédiocine par IMAC en utilisant un
systéme de chromatographie basse pression

100 mL de surnageant contenant la H-Rpédiocine ont été filtrés sur membrane en
acétate de cellulose 0,22 wm (Millipore, Molsheim, France) et déposés sur une colonne
IMAC de 1 mL (GE Healthcare Life-Science, Orsay, France). L’élution a été réalisée

I avec un systéme de chromatographie basse pression AKTA

a4 un débit de 1 mL.min~
(GE Healthcare Life-Science, Orsay, France). La détection des composés de I'extrait a été

réalisée en ligne a I’aide d’un détecteur ultraviolet a 214 nm et 280 nm.

I1.6 Analyse de séquences

Les séquences d’acides nucléiques ont été analysées en utilisant les algorithmes BLAST
(ALTSCHUL et al. 1997), SignalP (NIELSEN et al. 1997), Interproscan (QUEVILLON et al.
2005)). Les séquences des protéines PedA (accession number : P29430), PedB (accession
number : P36496), PedC (accession number : P37249), PedD (accession number : P36497),
BdbA (accession number : P68569), PlaC (accession number : Q93FV5), SkgC (accession
number : B2LS01), CoaC (accession number : QIEZB1) et BlpGy; (accession number :
Q03J39), proviennent d’Uniprot (UNIPROT CONSORTIUM 2014).
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Résultats

ITII.1 Mise au point d’un systéme d’expression hétéro-
logue permettant la production de pédiocines re-
combinantes

I11.1.1 Introduction

L’expression hétérologue de la pédiocine nécessite :

1. une bactérie hote,

2. un vecteur d’expression présentant tous les signaux nécessaires a I'expression (sys-

téme d’expression hétérologue) et a 'export de protéines recombinantes.

I11.1.2 Choix de I’hote : Lactococcus lactis

Lactococcus lactis et E. coli sont les deux hotes les plus utilisés pour la production
de bactériocines recombinantes. Cependant, la sécrétion directement dans le surnageant
d’une pédiocine PA-1 recombinante par E. coli est complexe et nécessite I'utilisation d’une
souche mutante dépourvue de membrane externe (MILLER et al. 1998b). Lactococcus lactis
étant une bactérie gram positive, celle-ci ne posséde pas de membrane externe, la sécré-
tion wvia le systéme Sec ne nécessite donc que 'ajout d’un peptide signal (L1 et al. 2011 ;
MARTIN et al. 2007a). C’est une bactérie couramment utilisée pour la production hétéro-
logue et la sécrétion de bactériocines recombinantes, dont des pédiocines recombinantes.

C’est pourquoi, elle a été choisie comme hote de production hétérologue.
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Durant cette thése, la production de pédiocine PA-1 par €. maltaromaticurn DSM20730

a aussi 6té évaluée. Les résultats sont prégentés dans la seetion T1L4 (page 108).

I11.1.3 Choix d’un peptide signal permettant la sécrétion de la
pédiocine recombinante Rpédiocine via le systéme Sec de
L. lactis

Plnsieurs peptides signaux (SPppep. SPuspas ©f SPimesnre), permettant la séerétion
via le gysléme Sec, onl déja élé ulilisés pour sécréler des baclériocines recombinanies
chez L. luctis (BORRERO ef al 2011a; JIMENEZ et af. 2013). Les résultats de ces études
monfrent que le peptide SIP 45 apparait plus efficace ponr la séerétion de bactériocines
recombinantes chey L. laclis. De plus, SPqy5 a déja élé mis en ceuvre pour séeréler la
pédiocine PA-1 chez cette bactérie (L1 ef af. 2011). Clest pourquoi, il a été choisi pour

séeréter les dérivés recombinants de la pédiocine wia le systéme See de L. lactis.

II1.1.4 Choix d’un systéme d’expression

Deux syvsiémes dexpression onl éLé évalués : un premier incluant utilisation d’un

promoteur constitutif et un autre impliquant |'utilisation d'un promoteur inductible.

Ps:
AGATTAATAGTTTTAGCTATTAATCTTTTTTTATTTTTATTTAAGAATGGCTTA
ATAAAGCGGTTACTTTGGATTTTTGTGAGCTTGGAC TAGAAAAAAACTTCACAA
AATGCTATACTAGGTAAGTAAAAAAATATTCGGAGGAATAATTTTGAAATG

P23
TCGAAAAGCCCTGACAACCCTCGTTCCTAAAAAGGAATAAGCGTTTGGTCAGTA
AATAATAGAAATAAAAAATCAGACCTAAGACTGATGACAAAAAGAGCAAATTTTG
ATAAAATAGTATTAGAATTAAATTAAAAAGGGAGGCCAAATATAATG

PHfSA
ATAAACGGCTCTGATTAAATTCTGAAGTTTGTTAGATACAATGATTTCGTTCGAAG
GAACTACAAAATAAATTATAAGGAGGCACTCAAAATG

FIGURE 21 — Promoteurs testés pour I’expression hétérologue de génes chez L.
lactis NZ9000. Los boites -35 sont en rouge, les boites -10 en vert, les séquences Shine-
Dalgarno ¢n blen, les séquences en italique indiquent le point de départ de la transcription
et les nucléotides en gras indiquent le codont initiateur de la traduction
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a) Promoteur constitutif

Le promoteur P3y (Figure 21 ; VOSSEN et al. 1987) a été le plus utilisé pour ’expression
hétérologue de bactériocines (BORRERO et al. 2011a,b; JIMENEZ et al. 2013 ; SANCHEZ
et al. 2008). Durant ces travaux de thése, plusieurs tentatives de clonage ont été réalisées
en vue de produire des dérivés recombinants de la pédiocine sous le contréle du promoteur

P35. Aucun transformant n’a été obtenu chez L. lactis.

b) Promoteur inductible : systéme NICE

Il a été décidé d’utiliser un systéme d’expression impliquant I'utilisation d’un promo-
teur inductible. L’inductibilité du systéme permettra de découpler la phase de croissance
de la phase de production et ainsi de limiter les problémes de toxicité éventuels. Le pro-
moteur inductible retenu est le promoteur P,;s4 (Figure 21). Ce promoteur fait partie du
systéme NICE dont le fonctionnement a été détaillé dans la revue biliographique (Figure
13; page 37). Dans le cadre de cette étude, I'inconvénient majeur de ce promoteur est que
I'induction est assurée par la nisine, une bactériocine de classe I. Il était donc possible
que la nisine interfére avec les résultats des tests d’activité antibactérienne. Le premier
élément en défaveur de cette hypothése est que le systéme NICE est inductible a des
concentrations sub-inhibitrices de nisine. En outre, afin de garantir ’absence de biais, les
tests d’activité antibactérienne ont été réalisés en incluant une souche productrice témoin,
la souche L. lactis NZ9000 pSec::nucB. Cette souche a été cultivée dans les mémes condi-
tions que les souches produisant les dérivés recombinants de la pédiocine. Elle produit la
nucléase B de Staphylococcus aureus qui ne présente pas, a notre connaissance, d’activité

antibactérienne.

I11.1.5 Choix du vecteur d’expression

Il est décrit que la divercine RV41 peut étre produite chez L. lactis sous le controle
du promoteur P,;s4 et sécrétée via le systéme Sec en insérant le géne codant la struc-
ture mature de la divercine RV41 dans le plasmide pSec::nucB a la place du géne nucB
(BERMUDEZ-HUMARAN et al. 2007). Ce méme plasmide a été utilisé pour produire des

dérivés recombinants de la pédiocine chez L. Lactis NZ9000.
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I11.1.6 Construction d’une souche permettant la sécrétion d’une

pédiocine recombinante wvia le systéme Sec de L. Lactis
NZ9000

pSec: :rpedA

pSec: i rpedd (séquencagel TTAATTC TATC TTGAG ARG T ATTGG TAATARTAT TAT TG TCGAT ARCGC GAGCA TAAT ARACGGCTC T GATTARATTC TEAAGTTTGTTAGA TACAATG
pEec: i rpedd (ENBOTIQUE) ==cscssscsscsssssssssssssssssssssssasasnaasssmanas GAGCATAAT ARG G TC T GATTARAT TE TGAAGT T TG TTAGATACAATE

phec: irpedd (séquencage) ATTTCOT TOGAAGGARCTACARAATAMATTA TAAG GAGGC ACTCA AR TGAGTAC ARAA GATTT TAACT TGEAT TTGOTATCT GTT IO GAAGRARGATTC
piec: rrpedd (théorique)  ATTTCOT TOGAAGGAACTACAAAATAMATTA TAMG GAGOC ACTCA A AT AGTAC AR AAGATTT TAACT TOGAT TTGOTATCTGTTTC GAAGAAAGATTC

pSac: : rpadl (sdqueancage) AGGTECATCAC CACGC ATTAC ARGTA TTTCCCTAT CTACA CCCGG TTGTAARRACA GEAGACTCT GEATG GATCC COCGT CTGAMGRAA CTTAR TGEGAGS
piec: irpadi (théorique) AGGTECATCAS CACE AT TAC AAGT A TT TG CTAT GTACA OO GG TG T AR AR CEA G ACTCT GEATG GATC O COOGT CTCAACGRACTTAA TCCGA GG

poec: : rpedd (spaencagel A
pSect i rpedi (théorique)

pSec: :rpedd (séquencage) ARATATTAT LT AA TRRAG T TACT T LG A A A AT TCATGTT T GT T GATTGGT AAAGC TACAA CTTUT ATTAT TAAT AATGGAGCTA TGHCA T
pSec! :rpedA (théorique) APATATTAT GOTAATERAGTTACT TOTGGARRACATTCATOTT CTHT T GAT TG REGT ARMGC TACAACTTGT ATTAT TAAT AATGGAGCTA TGECA TG

pSec: : rpadd (ségquencage)
pSec: :rpedd (theorique)

pEec: irpadi (sequencagel TTTTTIT IGATATCAAGCTTA TCGAT ACCETOGAC CTOCACTCCATATTT TCGGC RATC TTCTC AATGAGATC. TCT TCAGCATCTTC AARGA TGTCCAT
pEac: irpadh (thioriqua) R —————— — = =T e e e e e e e e e e e e e e e e e

FIGURE 22 — Conformité de la séquence de I’insert du plasmide pSec::rpedA.
La boite -35 est indiquée en caractéres rouge, la boite -10 en caractéres vert et la séquence
Shine-Dalgarno en caractéres bleu. La séquence codant le peptide signal de la protéine
Usp4) est surlignée en vert, la séquence codant la structure mature de la pédiocine est
surlignée en rouge et la séquence comprenant un terminateur de transcription est surlignée
en gris.

La bactérie L. lactis NZ9000 n’ayant jamais été transformée auparavant au laboratoire,
une mise au point préalable a été nécessaire. Le protocole obtenu est basé sur les travaux
de HOLO et NES 1989 et permet d’atteindre une efficacité de 2,3.10° transformants/ug
d’ADN lorsque la souche L. lactis NZ9000 et le plasmide pGH9 sont utilisés.

Le plasmide pSec::rpedA a été construit afin de permettre la production de la pédiocine
PA-1 recombinante par L. lactis. La séquence nucléotidique codant le peptide SPygpa5 est
directement fusionnée a la séquence codant le géne A,,pedA (figure 23A) en 5’. Le plasmide
pSec::rpedA permet ainsi, en théorie, aprées clivage du peptide signal, la sécrétion d’une

protéine ayant la structure mature de la pédiocine PA-1 (Rpédiocine).

L’insert du plasmide pSec::rpedA obtenu a été vérifié par séquencgage. La comparaison
de cette séquence avec la séquence théorique montre que la séquence clonée est conforme
(Figure 22 ).
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A SPusp45::AsppedA (216 pb)
I

SPusp45 AsppedA

B Spusp45.'.'$d.'.'ﬁspp8dA (222 pb)

| Puspd5

sd

C SPusp45::leisstcda::AgppedA (243 pb)

| SPusp45

leisstcda

D SPusp45::histag::AsppedA (266 pb)

histag (6xhis)

sd Entérokinase site

|

Linker SSG

SPusp45

FIGURE 23 — Génes codant les dérivés de la pédiocine. Le géne codant Ag,pedA
est fusionné en 5’ & la séquence nucléotidique codant le peptide signal de la protéine
Usp4d (Spuspas). Aprés sécrétion, il est attendu que le peptide signal soit clivé et que
la séquence mature de la pédiocine PA-1 (Rpédiocine) soit sécrétée (A). La séquence
codant le pro-peptide SD (B) ou le pro-peptide LEISSTCDA (C) a été insérée entre
la séquence codant spy,spas et AgpedA. Structure du géne synthétique histag::Ag,pedA
(D). Le géne A;,pedA est en rouge. La séquence nucléotidique en saumon code un site
de coupure a l'entérokinase. La séquence nucléotidique en bleu code une charniére. La
séquence nucléotidique de couleur émeraude code une étiquette histidine (6xhis; histag).
La séquence nucléotidique en violet code le pro-peptide SD. En bleu clair la séquence
codant le signal peptide de la protéine Usp4b.
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I11.1.7 Choix d’une souche indicatrice permettant d’évaluer la
production des dérivés de la pédiocine

Les deux souches C. maltaromaticum DSM20730 et L. monocytogenes EGDe luz ont
principalement été utilisées pour révéler les activités antibactériennes des dérivés de la
pédiocine. La souche L. monocytogenese EGDe [uz a été utilisée pour déterminer empi-
riquement la concentration de nisine a utiliser pour induire le systéme NICE. L’intérét
de cette souche est qu’elle est résistante au chloramphénicol et permet donc de tester des
surnageants de L. lactis transformés avec des dérivés du plasmide pSec::nucB. Ce plas-
mide porte en effet une cassette de résistance au chloramphénicol et doit étre maintenu

en présence de cet antibiotique.

Par la suite, seule C. maltaromaticum a été utilisée comme souche cible. En effet,
une souche indicatrice résistante aux deux antibiotiques chloramphénicol et érythromy-
cine était nécessaire puisque certaines souches de L. lactis ont été transformées avec des
dérivées de deux plasmides pSec::nucB et pOri23 (ce dernier portant une cassette de ré-
sistance a I’érythromycine). Etant donné que le laboratoire ne présente pas d’agrément
pour transformer la bactérie L. monocytogenes, la bactérie C. maltaromaticum a été choi-
sie. La souche C. maltaromaticum DSM20730 a ainsi été transformée avec les plasmides
pSec::nucB et pOri23 et la souche obtenue a été utilisée comme souche indicatrice pour
tester des surnageants de L. lactis, contenant de I’érythromycine et du chloramphénicol,

susceptibles de produire des dérivés recombinants de pédiocine.

a) Construction de la souche indicatrice

La transformation de C. maltaromaticum avec les plasmides pSec::nucB et pOri23
a nécessité un protocole de préparation de bactéries compétentes et d’électroporation.
Quatre souches de C. maltaromaticum, DSM20730, F2, F88 et CIP101342, ont été testées
pour leur capacité a étre transformées génétiquement en utilisant le plasmide pSec::nucB.
Deux préparations du méme plasmide ont été utilisées : une provenant d’E. coli DH5x et
Pautre de L. lactis NZ9000, pour transformer les quatre souches. Aucun transformant n’a
été obtenu avec le plasmide provenant d'E.coli. Avec L. Lactis, 50 ng/mL de pSec::nucB
ont été suffisants pour la transformation des quatre souches. Pour la suite, la souche C.
maltaromaticum DSM20730  pSec::nucB a été choisie et transformée avec le plasmide
pOri23. La souche résultante (i. e. C. maltaromaticum DSM20730  pSec::nucB _pOri23)
résistante & la fois & I’érythromycine et au chloramphénicol, a été utilisée pour la déter-

mination des concentrations minimales inhibitrices CMI des dérivés de la pédiocine.
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b) Construction d’une souche résistante aux dérivés de la pédiocine.

Afin de valider que les activités antibactériennes observées étaient bien dues a une
activité de type pédiocine, un plasmide permettant I'expression de la protéine d’im-
munité de la pédiocine PA-1 a été construit et utilisé pour transformer la souche C.
maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB. Dans ce plasmide, le géne codant la protéine
d’immunité de la pédiocine PA-1 (pedB) est sous le controle du promoteur constitu-
tif Pog (Figure 21). Avant de transformer la souche avec ce plasmide, 'insert a été sé-
quencé pour s’assurer qu’aucune mutation ne s’était produite pendant la construction
du plasmide. Les tests d’activité sur gélose montrent que la souche C. maltaromaticum
DSM20730 _pSec::nucB_pOri::pedB est résistante a la pédiocine, tandis que la souche
C. maltaromaticum DSM20730 _ pSec::nucB _pOri23 transformée avec le vecteur parent
(pOri23) est sensible (Figure 25; page 91).

I11.1.8 Condition optimale d’induction de la production de Rpé-
diocine par L. lactis NZ9000 pSec::rpedA

Les conditions optimales d’induction du systéme NICE ont été déterminées en testant
différentes concentrations en nisine (de 25 a 2000 ng/mL), en utilisant la souche L. lactis
NZ9000 pSec::rpedA, et la souche L. monocytogenes EGDe lux comme souche indicatrice
(Figure 24). La concentration optimale d’induction a été définie comme la concentration
permettant de produire ’activité antibactérienne la plus importante. De plus, étant donné
que la nisine est une bactériocine, il était nécessaire de s’assurer que la concentration
d’induction optimale soit inférieure & la CMI des souches indicatrices choisies.

Il a été déterminé qu'une concentration de 0,1 pg/mL permet de produire Pactivité
la plus importante vis-a-vis de la souche L. monocytogenes EGDe luz (Figure 24). Par
ailleurs, la CMI mesurée est de 31 ug/L pour les souches indicatrices L. monocytogenes
EGDe luz et C. maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB _pOri23. La CMI de ces souches
est donc 310 fois supérieure a la concentration optimale d’induction. Compte tenu que
cette concentration d’induction (0,1 pug/mL) permet de produire le plus d’activité et

qu’elle est sub-inhibitrice, celle-ci a été retenue pour la suite de 1’étude.
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FIGURE 24 — Concentration optimale de nisine permettant une production
optimale de dérivés recombinants de la pédiocine chez L. lactis via le systéme
NICE.

II1.2 Optimisation de la sécrétion de la pédiocine re-
combinante chez L. lactis par greffage de peptide

I11.2.1 Impact des pro-peptides SD et LEISSTCDA sur la sécré-
tion de pédiocines recombinantes

a) Clonage des dérivés de la pédiocine S-Rpédiocine et L-Rpédiocine

Les genes codant les dérivés de la pédiocine sd::Ag,pedA et leisstcda::Ag,pedA sont
détaillés en figure 23A et B. Pour ces deux génes, les séquences nucléotidiques codant les
pro-peptides SD et LEISSTCDA ont été insérés entre la séquence spyspa5 €t celle codant la
pédiocine. Ces génes ont été clonés dans le plasmide pSec::nucB pour former les plasmides
pSec::s-rpedA et pSec::l-rpedA. Ces plasmides permettent, en théorie, aprés clivage du
peptide signal, la sécrétion des dérivés de la pédiocine nommés S-Rpédiocine (issu de
pSec::s-rpedA) et L-Rpédiocine (issus de pSec:l-rpedA) pour lesquels les pro-peptides
SD et LEISSTCDA sont fusionnés a la pédiocine recombinante du coté N-terminal. Les

deux plasmides ont été obtenus par transformation L. [lactis NZ9000. Ils ont ensuite
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été extraits et leur insert a été séquencé afin de vérifier leur intégrité par rapport a
la séquence attendue. Les résultats du séquengage ont permis de démontrer qu’aucune

mutation n’avait eu lieu durant le clonage.

b) Production en flacon de 250 mL des pédiocines recombinantes

Les bactéries productrices de pédiocines recombinantes (Rpédiocine, S-Rpédiocine et
L-Rpédiocine) ont été cultivées en condition d’induction afin d’évaluer I'impact des pro-
peptides SD et LEISSTCDA sur la productivité. La production des pédiocines Rpédiocine,
S-Rpédiocine et L-Rpédiocine par L. lactis a été évaluée comme décrit dans le chapitre
matériel et méthodes (Page 61).

Afin de determiner si la production des dérivés de la pédiocine pouvait avoir un im-
pact sur la croissance, le poids sec, le taux de croissance maximum spécifique (Hmax)
et la DOgoonm finale ont été mesurés pour chaque souche productrice (Tableau 10). En
fin de culture, ces paramétres pour les souches L. lactis NZ9000 pSec :nucB, L. lactis
NZ9000 pSec::rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA, et L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA
sont similaires, indiquant que les souches croissent de la méme facon dans ces conditions
de culture (Tableau 10).

Tableau 10 — Croissance des souches produisant les pédiocines recombinantes

Souche productrice DO6oonm finale ? Umax &° Poids sec ¢
L. lactis NZ9000 pSec::nucB 23+019 0,80 +£0,0549 0,32 + 0,02
L. lactis ML3 2,6 +01%" 063+0,01¢f 0,33 + 0,03
L. lactis NZ9000 pSec::rpedA 224019 0,80 +£0,0549 0,33 + 0,01
L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA 224019 0,80 +0,0449 0,33 + 0,01
L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA 23+019 082+0,0149 0,33 + 0,01

a. moyenne de trois répétitions biologiques + écart type

b. Taux de croissance spécifique exprimé en h—!

c. Poids sec exprimé en en g/1/DOgoonm

d. différence significative par rapport au surnageant de la souche L. lactis ML3
(t-test ; p-value < 0,05)

e. différence significative par rapport au surnageant de la souche L. lactis NZ9000 pSec::nucB
(t-test ; p-value < 0,05)

f. différence significative par rapport au surnageant de la souche L. lactis NZ9000 pSec:rpedA
(t-test ; p-value < 0,05)

Afin d’évaluer la productivité spécifique des dérivés de la pédiocine un dosage ELISA
indirect a été mis au point. Cette méthode a été utilisée pour doser ces dérivés dans les sur-
nageants de culture des souches L. lactis NZ9000 pSec::rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::s-
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rpedA et L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA. Les résultats montrent que les surnageants des
souches L. lactis NZ9000 pSec::rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA produisent ap-
proximativement 2,3 uM et que la souche L. lactis NZ9000 pSec::rpedA produit approxi-
mativement 1,5 uM de dérivés recombinants de la pédiocine.

La productivité des souches L. lactis NZ9000 pSec::rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::s-
rpedA et L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA a été calculée en normalisant la concentration de
pédiocine dosée dans le surnageant par le poids sec de la bactérie. Il a été déterminé que
les pro-peptides SD et LEISSTCDA permettaient d’augmenter la productivité globale de

pédiocines recombinantes d'un facteur 1,5 chez L. lactis (Tableau 11).

Tableau 11 — Production des dérivés de pédiocines

Souche productrice Produit Productivité spécifique *"
L. lactis ML3 ML3-Rpédiocine < 0,44
L. lactis NZ9000 pSec::rpedA Rpédiocine 2,25 £ 0,39
L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA S-Rpédiocine 3,49 + 0,16 ©
L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA L-Rpédiocine 3,22 +0,25 ¢

a. Productivité spécifique exprimée en pmol équivalent pédiocine PA-1/g de bactéries

b. moyenne de trois répétitions biologiques + écart type

c. différence significative par rapport au surnageant de la souche L. lactis NZ9000 pSec::rpedA
(t-test ; p-value < 0,05)

I11.2.2 Conséquences des peptides SD et LEISSTCDA sur Pacti-
vité antibactérienne

a) Test d’activité sur gélose

L’activité des surnageants des souches produisant les dérivés de la pédiocine Rpédio-
cine, la S-Rpédiocin et la L-Rpédiocine a été évaluée par la méthode des puits en gé-
lose en utilisant les souches C. maltaromaticum DSM20730 _pSec::nucB_pOri23 (Figure
25A) et C. maltaromaticum DSM20730_pSec::nucB _pOri:pedB (Figure 25B) comme
souches indicatrices. Des zones d’inhibition ont été obtenues pour les surnageants des
souches L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA, et L. lactis
NZ9000 pSec::rpedA (Figure 25A, colonne 1, 2, 3 et 4). Aucune zone d’inhibition n’a été
observée pour le surnageant de la souche controle L. lactis NZ9000  pSec::nucB (Figure
25A, colonne 5). De plus, quelle que soit la souche testée, aucune zone d’inhibition n’a été

obtenue en utilisant la souche C. maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB_pOri::pedB
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transformée avec le géne produisant la protéine d’'immunité de la pédiocine PA-1 comme
souche indicatrice (Figure 25B). Ces tests d’activité montrent que les souches L. lactis
NZ9000 pSec::s-rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA et L. lactis NZ9000 pSec::rpedA

permettent de produire des dérivés actifs de la pédiocine.

LA
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FIGURE 25 — Activité antibactérienne des dérivés recombinants de la pé-
diocine. L’activité des surnageants des souches productrices a été évaluée en utilisant
la méthode des puits en gélose et en utilisant la souche indicatrice C. maltaromati-
cum DSM20730 _pSec:nucB_pOri23 (ligne A) ou la souche résistante a la pédiocine
C. maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB_pOri::pedB (ligne B). Les colonnes 1, 2, 3,
4 et 5 montrent respectivement 1’activité antimicrobienne des surnageants des souches
L. lactis ML3, L. lactis NZ9000 _pSec::rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA, L. lactis
NZ9000 pSec::l-rpedA et L. lactis NZ9000 pSec::nucB. Le surnageant de la souche L.
lactis NZ9000 _pSec::nucB est utilisé comme témoin négatif.

b) Détection des pédiocines sur gel de tricine

Les protéines des surnageant des souches L. lactis NZ9000 pSec::nucB, L. lactis
NZ9000 pSec::s-rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA et L. lactis NZ9000 pSec::rpedA,
ont été séparées par SDS-PAGE. Lorsque le gel obtenu est coloré au bleu de Coomas-
sie, une bande est visible entre 3,5 et 6,5 kDa pour les surnageants des souches L. lactis
NZ9000 pSec::s-rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA et L. lactis NZ9000 pSec::rpedA
(Figure 26A ; lignes 4, 3 et 2). Aucune bande n’est observée dans le surnageant issu de la
culture de la souche L. lactis NZ9000 pSec::nucB (figure 26A ; ligne 5). Sur gel d’acti-
vité (Figure 26B, lignes 4, 3 et 2), des zones d’inhibition sont observées pour les masses
compatibles avec les masses attendues pour les dérivés de la pédiocine : S-Rpédiocine,
L-Rpédiocine, et Rpédiocine de 4,8 kDa, 5,5 kDa et 4,6 kDa, respectivement.
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FIGURE 26 — SDS-PAGE en gel de tricine. Les surnageants contenant NucB et les
dérivés recombinants de la pédiocine ont été précipités a I'aide de sulfate d’ammonium.
Les protéines ont été déposées sur deux gels de polyacrylamide (11%). Aprés migration,
un gel a été coloré au bleu de Coomassie (A) et l'autre a été recouvert avec un mi-
lieu gélosé de TSAYE en surfusion inoculé avec la souche indicatrice C. maltaromaticum
DSM20730 pSec::nucB_pOri23 (B). Un marqueur de taille a été déposé dans le puits
correspondant a la ligne 6. Dans les puits correspondant aux lignes 1, 2. 3, 4 et 5, les surna-
geants correspondant aux souches L. lactis ML3, L. lactis NZ9000 pSec::rpedA, L. lactis
NZ9000 pSec::l-rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::nuch,
L. lactis ML3 ont été déposeés.

Sur le gel coloré au bleu de Coomassie, une bande inattendue correspondant a une
protéine d’environ 14,4 kDa (Figure 26A ligne 4), soit environ 3 fois la masse de la S-

Rpédiocine, est observée. Cette bande n’est pas observée pour les autres souches.

c) Concentration minimale inhibitrice

Les CMI des surnageants contenant les dérivés recombinants de la pédiocine ont été
déterminées selon la méthode des puits en gélose et en utilisant la souche C. maltaro-
maticum DSM20730_pSec::nucB _pOri23 comme souche indicatrice (Tableau 12). Les
CMI des pédiocines S-Rpédiocine, L-Rpédiocine et Rpédiocine sont respectivement de
1,20 + 0,10 uM; 1,20 £+ 0,20 pM et 1,50 £ 0,30 uM. Ces résultats montrent que les sé-
quences codant les pro-peptides SD et LEISSTCSA n’ont pas d’effet majeur sur l'activité
de la pédiocine recombinante produite dans les surnageants de culture.

Une CMI de 0,05 uM a été mesurée dans les mémes conditions que précédemment pour
la pédiocine PA-1 sauvage produite par P. acidilactici (Tableau 12). Ce résultat montre
que les dérivés recombinants de la pédiocine, Rpédiocine incluse (laquelle présente une
structure primaire identique a la pédiocine sauvage) sont environ trente fois moins actifs

que la pédiocine PA-1 sauvage produite par P. acidilactici.
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Tableau 12 — Concentration minimale inhibitrice

Souche productrice Produit CMI b©
P. acidilactici # Pédiocine PA-1 0,05 £ 0,00
L. lactis NZ9000 pSec::rpedA Rpédiocine 1,50 4+ 0,30
L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA S-Rpédiocine 1,20 + 0,10
L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA L-Rpédiocine 1,20 + 0,20
L. lactis ML3 ML3-Rpédiocine < 0.07

a. pédiocine commercialisée par Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA)
b. moyenne de trois répétitions biologiques + écart type
c¢. exprimée en uM équivalent pédiocine PA-1

II1.3 Amélioration du potentiel antibatérien de la pé-
diocine recombinante par co-production avec la
protéine PedC

I11.3.1 Introduction

Les résultats de la section 1 ont montré que les dérivés recombinants de la pédiocine
produits par L. lactis NZ9000 pSec::rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA et L. lactis
NZ9000 pSec::l-rpedA sont moins actifs que la pédiocine PA-1 sauvage produite par le
producteur naturel P. acidilactici. Ce phénoméne a déja été décrit lorsque les bactério-
cines entérocine A (BORRERO et al. 2011a; MARTIN et al. 2007b), sakacine A (JIMENEZ
et al. 2013), divercine RV41 (BERMUDEZ-HUMARAN et al. 2007) et pédiocine PA-1 (F1Mm-
LAND et al. 2000; JOHNSEN et al. 2000; MARTIN et al. 2007a) sont produites de fagon
hétérologue. L’auto-agrégation, la dégradation et/ou une mauvaise conformation des bac-
tériocines sont les trois hypothéses avancées pour expliquer cette faible activité (BORRERO
et al. 2011a; JIMENEZ et al. 2013).

La pédiocine PA-1 posséde un premier pont disulfure en N-terminal et un deuxiéme
pont disulfure en C-terminal. Ces ponts jouent un réle important dans l'activité et le
spectre d’action de la pédiocine PA-1 (FIMLAND et al. 1996, 2000, 2005). Lorsque la pé-
diocine PA-1 était produite de facon hétérologue chez Lb. saker Lb790, trois isoformes,
correspondant a des mésappariements des cystéines, sont produites. De plus, une seule
isoforme est obtenue lorsque la pédiocine PA-1 est produite par un producteur naturel
(Figure 27 ; FIMLAND et al. 2000 ; JOHNSEN et al. 2000). Il est donc possible qu'une mau-
vaise conformation des ponts disulfures soit responsable de la perte d’activité des dérivés

recombinants de la pédiocine dans notre contexte expérimental. Une hypothése est que
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FI1GURE 27 — Combinaison possible des ponts disulfures chez la pédiocine PA-1
d’aprés FIMLAND et al. 2000. Les ponts disulfures de la pédiocine peuvent étre formés
de trois facons différentes. La figure A présente la formation native des ponts disulfures.
En B et C sont présentés les deux autres appariements des cystéines qui correspondent a
des formes moins actives de la pédiocine.

le producteur naturel posséde une protéine favorisant la formation d’une isoforme unique
ayant une activité optimale. Une autre hypothése permettant d’expliquer ces faibles acti-
vités est que les conditions de culture ne favorisent pas la formation de ponts disulfures.
Dans le cadre de cette hypothése, les cystéines seraient sous forme réduite. En outre, Il
a aussi été montré que la perte du deuxiéme pont disulfure de la pédiocine PA-1 condui-
sait & une perte d’activité de cette derniére (FIMLAND et al. 2000). Il a donc été décidé
d’analyser le statut des ponts disulfures par MALDI-TOF.

I11.3.2 Statut des ponts disulfures de la pédiocine

[’analyse du statut des cystéines de la pédiocine recombinante nécessite des quantité
importante de protéines pures. Pour cela une pédiocine recombinante ayant une étiquette

polyhistidine a été produite chez L. lactis et purifiée.

a) Construction d’un vecteur permettant d’exprimer la protéine H-Rpédiocine

Structure du géne synthétique codant la H-Rpédiocine. Le géne synthétique pré-
senté en figure 23D (page 85) code une protéine nommée H-Rpédiocine composée de 6
domaines : (i) le peptide SPyspas, (ii) le pro-peptide SD, (iii) un peptide hexahistidine (iv)
un peptide charniére SSG, (v) le site de clivage a 'entérokinase (DDDDK) et (vi) le géne
AgppedA.
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Les résultats présentés dans la section 1 ont montré que 'insertion d’'une séquence co-
dant le pro-peptide SD ou le pro-peptide LEISSTCDA permet d’augmenter la productivité
spécifique de la pédiocine recombinante sans impact majeur sur ’activité antibactérienne.
Ces résultats suggérent que la partie N-terminale de la pédiocine peut subir des greffages
sans impact sur 'activité antibactérienne de cette derniére. Le pro-peptide SD étant plus
petit que le peptide LEISSTCDA, ce premier a été retenu pour améliorer la sécrétion de
la H-Rpédiocine.

Le site de clivage de I'entérokinase doit permettre, aprés purification de la H-Rpédiocine,
de séparer la pédiocine mature du greffon dans le cas ou la protéine obtenue ne présente
pas d’activité antibactérienne. Une étape de purification par RP-HPLC ou un deuxiéme
passage en IMAC sera alors nécessaire pour séparer 'étiquette de la pédiocine PA-1 re-

combinante.

Construction du plasmide pSec::h-rpedA. La construction plasmidique (pSec::h-
rpedA) d’intérét a été sélectionnée par transformation de la souche L. lactis NZ9000. Le
plasmide obtenu a été extrait et 'insert a été séquencé. Les résultats du séquencage ont

montré qu’aucune mutation du géne histag::Ag,pedA n’a eu lieu pendant le clonage.

b) Production et purification de la H-Rpédiocine

Production de la H-Rpédiocine en flacon de 250 mL. Lasouche L. lactis NZ9000
pSec::h-rpedA a dans un premier temps, été cultivée dans une flacon de 250 mL dans le
but d’évaluer 'effet du greffon sur 'activité et sur la productivité de la H-Rpédiocine. 11
n’existe pas de différence significative (Student t-test; p-value < 0,05) entre la producti-
vité de la H-Rpédiocine (Tableau 13) et les productivités mesurées pour les autres dérivés
de la pédiocine (Tableau 11, page 90). La CMI du surnageant de culture de la souche
L. lactis NZ9000 pSec::h-rpedA a été également évaluée en utilisant la souche cible C.
maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB _pOri23. Une CMI de 1,3 £ 0,2 uM a été me-
surée pour le surnageant de la souche L. lactis NZ9000 pSec::h-rpedA. Cette valeur de
CMI est semblable aux valeurs déterminées pour les autres surnageants (i. e. la souche
L. lactis NZ9000 _pSec::rpedA, la souche L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA et la souche L.
lactis N7Z9000 _pSec::l-rpedA ; Tableau 12, page 93 ).

Ces résultats montrent que la séquence codant I’étiquette histidine n’interfére pas avec
le pro-peptide SD pour la productivité de la pédiocine recombinante. De plus, une CMI
semblable a été mesurée dans les surnageants des souches produisant les dérivés de la
pédiocine H-Rpédiocine, Rpédiocine, S-Rpédiocine et L-Rpédiocine, ce qui semble indi-

quer que I’étiquette histidine n’a pas d’effet sur 'activité antibactérienne de ces peptides.
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Cependant, comme pour les autres dérivés de la pédiocine produits par L. lactis NZ9000,
il apparait que la H-Rpédiocine est moins active que la pédiocine PA-1 produite par P.

acidilactica.

Production de H-Rpédiocine en réacteur de 2L en condition d’agitation et
de pH constant. La souche L. lactis NZ9000 pSec::h-rpedA a également été cultivée
en fermenteur afin d’augmenter la production globale de H-Rpédiocine (Tableau 13). La
biomasse obtenue en fermenteur est approximativement 3,7 fois plus élevée que la biomasse
obtenue en flacon de 250 mL sans controle du pH. La quantité de H-Rpédiocine dosée dans
le surnageant de culture réalisée en fermenteur de 2 L. est supérieure a celle dosée dans le
surnageant de culture réalisée en flacon de 250 mL. Toutefois, la productivité spécifique
de la H-Rpédiocine en flacon de 250 mL semble supérieure a la productivité spécifique en

fermenteur.

Tableau 13 — Production de la H-Rpédiocine et croissance de la souche L.
lactis NZ9000 pSec::h-rpedA

DO Productivité
s a b 600nm

Concentration Wmaz finale spécifique ©
Flacon de 250 mL 9 24+ 0,2 0.76 + 0,2 2,3+ 0,1 3,60 + 0,23
Bioréacteur de 2 L 4.5 1,1 8,6 2

a. concentration de H-Rpédiocine dosée dans le surnageant en uM équivalent
pédiocine PA-1

b. exprimé en h™—!

. exprimée en pmol équivalents pédiocine PA-1/g de bactéries

d. moyenne de trois répétitions biologiques + écart type

o)

Purification de la H-Rpédiocine. Aprés culture en fermenteur, les constituant du
surnageant de culture contenant la H-Rpédiocine ont été séparés par IMAC. Pour détecter
la H-Rpédiocine dans les différentes fractions d’élution, 'activité antibactérienne de ces
fractions a été évaluée en suivant la méthode des puits en gélose et en utilisant la souche
cible C. maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB _pOri23. Le suivi d’activité a révélé que
la H-Rpédiocine a été récoltée dans la fraction correspondant & ’élution & 20 mM. Cette
fraction correspond a la fraction de lavage de la colonne ce qui semble indiquer que la

protéine ne s’est pas accrochée sur la résine.
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c¢) Analyse du statut des ponts disulfures de la protéine H-Rpédiocine par
MALDI-TOF

Le statut des ponts disulfures de la H-Rpédiocine a été étudié par spectrométrie de
masse. Pour réaliser les analyses de masse, la protéine H-Rpédiocine a dans un premier
temps subi une digestion trypsique. Les hydrolysats (Figure 28) ont ensuite subi une
alkylation par de l'iodoacétamide. Dans le cas ol une ou plusieurs cystéines seraient
sous forme réduite, un nombre de molécules d’iodoacétamide égal au nombre de cystéines
réduites seront liées covalemment aux dérivés trypsiques de la H-Rpédiocine. Il sera alors
possible de déterminer combien de cystéines sont sous forme réduite.

Quatre peptides dont les masses sont de 1075 Da, 1118 Da, 2455 Da et 2470 Da ont été
détectés par MALDI-TOF (Figure 29). Le peptide ayant une masse de 1075 Da semble cor-
respondre & la séquence peptidique HSCSVDWGK liée a une molécule d’iodoacétamide,
indiquant que la cystéine C30 est sous forme réduite. Cette séquence a été confirmée par
une analyse MS/MS. La séquence des autres peptides n’a pas pu étre confirmée en MS/MS
en raison d’une trop faible quantité. La masse de 1118 Da est compatible avec la séquence
peptique YYGNGVTCGK pour laquelle une molécule d’iodoacétamide est liée suggérant
que la cystéine C25 est également sous forme réduite. Le pic correspondant & une masse
de 2454 Da est compatible avec un peptide dans lequel les cystéines C40 et C60 forment
un pont disulfure, I’hydrolyse par la trypsine de la liaison peptidique entre la lysine K59
et la cystéine C60 n’aurait pas eu lieu (Figure 29). Le pic ayant une masse de 2470 Da
pourrait correspondre a ce méme peptide présentant une oxydation de la méthionine. En
effet, la masse d’une molécule d’oxygéne est de 16 Da et la différence de masse entre ces
deux masses est de 15 Da.

Ces analyses suggérent que le pont disulfure présent dans la région C-terminale de la
pédiocine est correctement formé ; en revanche, le ponts présent en région N-terminale ne

I’est pas.
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Peptide Masse
SDHHHHHHSSGDDDDKYYGNGVTC, GKHSC, SVDWGKATTC, INNGAMAWATGGHQGNHKC , 6468 Da A

HSC, SVDWGK
i 1075 Da
TAA
YYGNGVTCNGK
[ 1118 Da
TAA
ATT?‘DI]NNGAN].A\VATGGHQGNHK 2410 Da
TAA
J
ATT?‘UHNNGANLA“ ATGGHQGNHK?ED 2570 Da
TAA TAA
ATTC‘GIINNGAMAWATGGHQGNHK
3394 Da
YYGNGVTC,GK
HSC,SVDWGK
I 1139 Da
Cﬁl]
HSC, SVDWGK
3351 Da
ATTC‘OIINNGAMAWATGGHQGNHK
e 1182 D
a
YYGNGVTC,GK
YYGNGVTCHGK
. 2059 Da
HSC,SVDWGK
s 2473 D E
a
ATTCMIINNGAMAW'ATGGHQGNHK
2455 Da

[ 1
ATTC, IINNGAMAWATGGHQGNHKC

F1GURE 28 — Masse théorique attendue aprés digestion trypsique de la H-
Rpédiocine. Structure de la H-Rpédiocine (A), hypothése selon laquelle il n’y a pas de
pont disulfure (I3). Hypothéses selon lesquelles un pont est formé entre les cystéines 40
et 25 et entre les cystéines 30 et 60 (C), ou entre les cystéines 30 et 40 et les cystéines 60
et 25 (D), ou encore entre les cystéines 25 et 30, et les cystéines 60 et 40. Conformation
native (E). TAA, iodoacétamide.
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FIGURE 29 — Spectre MALDI-TOF de la H-Rpédiocine digérée par la trypsine.
Les masses de chague pic correspondant a des fragments de la pédiocine sont indiquées.
Quatre molécules dont les masses sont de 1075 Da, 1118 Da {A) et 2435 Da, 2470 Da ont
été détectées. La molécule ayant une masse de 1075 Da est compatible avec la masse d'un
peptide avant comme séquence HSCSVDWGK licée & une moléeule diiodoacétamide. La
molécule de 1118 Da est cornpatible avee le peptique YYONGVTCCK pour leguelle une
moltcule d'iodoacétamide est lice. La moléeule de 2454 Da est compatible avee le peptide
ATTCIINNCAMAWATCCHQONHKC dans leqguel nn pont disulfure serait formé entre
les deux cvstéines (C40 et €60) et pour lequel Uhydrolyse par la trypsine de la laison
peptidique eutre la lvsine K69 et la cystéine C60 n'aurait pas eu lieu. La molécnle de 2470
Da semble correspondre & ce dernier peptide mais pour leguel la méthionine est oxvdée.
Une méthionine oxydée est indiquée par un M de couleur bleu. TAA. iodoacéramide.
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I111.3.3 Lactococcus lactis ML3

L’opéron permettant de produire la pédiocine sauvage comprend, en plus du géne
codant la pédiocine (pedA), trois autres génes : pedB, pedC, et pedD. Afin de déterminer
si ces génes sont responsables de la différence d’activité entre la pédiocine sauvage et
les dérivés recombinants de la pédiocine, 'opéron pedABCD a été cloné chez L. lactis
ML3 et exprimé via le systéme NICE (souche transmise par John Renye; RENYE et
SOMKUTI 2010). La souche résultante a été cultivée dans les mémes conditions que les
autres souches produisant les dérivés recombinants de la pédiocine. Le poids sec, Wmax
et la DOgooum finale de la souche L. lactis ML3 ont été mesurés et comparé aux autres
souches (tableau 10, page 89). Il existe une différence significative (Student t-test; p-
value < 0,05) entre le [pax et la DOgoonm finale mesuré pour la souche L. lactis ML3 et
les Wmax €t la DOgoonm finale mesurés pour les autres souches. Ces résultats montrent une
différence de croissance entre ces souches. La productivité de la souche L. lactis ML3 n’a
pas pu étre mise en évidence de maniére certaine, car la quantité de pédiocine produite
est inférieure & la quantité détectable en ELISA. La valeur seuil de détection de 'ELISA
étant de 300 ng/mL, la souche doit produire moins de 300 ng/mL, soit une productivité
< 0,44 pmol équivalent pédiocine/g de bactéries. En outre, aprés une dilution au quart
du surnageant ce dernier ne présente plus d’activité antibactérienne vis-a-vis de la souche
C. maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB _pOri23. Ce résultat nous a permis d’estimer
que la CMI de cette souche était < 0,07 uM. Cette valeur est inférieur aux valeurs de CMI
déterminées pour les surnageants des autres souches produisant des dérivés recombinants
de la pédiocine (Tableau 12; page 93). Les protéines présentes dans le surnageant de la
souche L. lactis ML3 ont également été analysées. Aucune bande n’est visible sur le gel
coloré au bleu de Coomassie a la taille attendue pour la pédiocine (figure 26A, ligne 1;
page 92) bien qu’une zone d’activité soit visible sur le gel d’activité préparé en paralléle
(figure 26B, ligne 1; page 92). Ce résultat est en accord avec les résultats de dosages
ELISA montrant que la souche L. lactis ML3 produit de faibles quantités de pédiocine.
Ces derniers résultats suggérent que sur 'opéron de la pédiocine il existe une ou plusieurs

protéines nécessaires pour que le potentiel antibactérien de la pédiocine soit optimal.

I11.3.4 Analyses in silico : hypothése quant au roéle potentiel de
PedC

Il a été précédemment démontré que lorsque la pédiocine PA-1 était produite de facon
hétérologue chez Lb. sakei Lb706, les cystéines étaient mésappariées et avaient une faible

activité (FIMLAND et al. 2000). La formation des ponts disulfures est spontanée, dans
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FIGURE 30 — Analyse in silico des protéines PedB, PedC et PedD.

la majorité des cas, cependant ce processus élant long el aspécilique { ANFINSEN 1973),
il est catalysée par des enzymes appelées TDOR (IKADOKURA ef el 2003). Il a donc
¢té supposé quiune protéine de cette famille était responsable de la formation correcte
des ponts disullures chex les producteurs nalurels de pédiocine PA-1 (FTMLAND el ol
2000). Les résultats concernant la souche L. lectis ML3 suggérent que le géne codant
cette protéine fait partic de lopéron de la pédioeine.

[ opéren de la pédiocine est composé de qualre génes pedd BCD. Les proléines codées
par les génes pedB, pedC' ot pedD ont 6t¢ analyse in silico cn utilisant Interproscan (Fi-
gure 30). L’analyse a permis de déterminer que la protéine PedB est similaire & la protéine
d'immunité de entérocine A el que la proléine PedD est probablement un ABC trans-
porteur présentant un domaine protélytique permettant de séeréter ot de cliver le peptide
signal de la pédioeine. Les analvses ont également vévélé que la protéine PedC possédair
un domaine thioredoxine putatif {luterproscan ; numéro d'accession : 1PRR012336).

D’autres analyses de cette protéine réalisées avee BLASTp (Tableau 15) ot SignallP
(Figure 31} ont révéle que la protéine PedC, précédemment annotée comme bactériocine
accessoire de séerétion (VENEMA ef el 1995), posséde un site catalytique caractéristique
des TDOR. (Motif CXXC) et un peptide signal permettant sa séerétion wia le systéme Sec
(Figure 31). Ces motils permettent de supposer que le géne pedC code une TDOR qui

aurait un role dans la formation des ponts disulfures de la pédiocine PA-1.
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FIGURE 31 — Analyse in silico du peptide signal de PedC. Le score C permet
de prédire le site de clivage du peptide signal. Ce score est trés élevé juste apres le site
de clivage du peptide signal. Le score S permet de distinguer les acides aminés faisant
partie du peptide signal de ceux faisant partie de la protéine mature. Le score Y est une
moyenne géométrique des scores C et de la pente des scores S. Le graphique montre les
trois scores (C, S et Y) pour chaque position de la séquence. Un peptide signal est prédit,
celui-ci serait clivé entre les acides aminés en position 28 et 29.
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I11.3.5 Co-production des dérivés recombinants de la pédiocine
avec PedC

Tableau 14 — Productivité spécifique et CMI des pédiocines recombinantes
co-produites avec la protéine PedC.

Productivité
spécifique P

L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA_pOri::pedC  S-Rpédiocine 1,39 4+ 0,02 0,40 £+ 0,10

Souche Produit CMI ¢

L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA_pOri23 S-Rpédiocine 4,03 £ 0,72 1,30 &+ 0,50
L. lactis NZ9000 pSec::rpedA _pOri::pedC Rpédiocine 0,84 £ 0,06 0,50 £ 0,10
L. lactis NZ9000 pSec::rpedA pOri23 Rpédiocine 1,30 £ 0,50 > 0,70 £ 0,10

a. exprimée en uM équivalent pédiocine PA-1

pédiocine PA-1
b. exprimée en pmol équivalent pédiocine PA-1/g de bactéries
c. moyenne de trois répétitions biologiques + écart type

Pour évaluer le role de PedC sur 'activité des pédiocines recombinantes, le géne pedC
a été cloné dans pOri23 en aval du promoteur constitutif Po3. Le plasmide pOri::pedC a
ensuite été utilisé pour transformer les souches L. lactis NZ9000 pSec::rpedA et L. lac-
tis NZ9000 pSec::s-rpedA. Le résultat du séquencage du plasmide pOri::pedC a révélé
que la séquence nucléotidique du géne pedC n’est pas mutée. En paralléle, les mémes
souches ont été transformées avec le plasmide pOri23 et ont été utilisées comme controle.
Le plasmide pOri::pedC a également été utilisé pour transformer la souche L. lactis
NZ9000 _pSec::nucB ; cette souche vise & déterminer si PedC présente une activité anti-
bactérienne propre.

Un test d’activité sur gélose a été réalisé en utilisant la souche indicatrice C. malta-
romaticum DSM20730 pSec::nucB_pOri23. Les résultats montrent que les surnageants
des souches co-produisant la R-pédiocine ou la S-Rpédiocine avec PedC présentent une
activité antibactérienne plus importante que les surnageants des souches témoins pro-
duisant les pédiocines recombinantes R-pédiocine et S-Rpédiocine seuls (Figure 32). En
revanche, aucune activité antibactérienne n’a été détectée pour le surnageant de la souche
produisant la protéine PedC seule, indiquant que, dans nos conditions expérimentales,
PedC ne présente pas d’activité antibactérienne observable.

Le dosage ELISA a permis de démontrer que la concentration en dérivés recombinants
de la pédiocine dans les surnageants des souches transformées avec pedC était inférieure
a la concentration en dérivés recombinants de la pédiocine dans le surnageant des souches

transformées avec le plasmide pOri23 (Figure 32). Cette diminution de concentration
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PedC o +

Rpediocin O O

Concentration : 0,70+ 0,10 pM 0.50 £ 0,10 pM

S-Rpediocin O O

Concentration : 2,50 = 0,50 pM 0.80 + 0,10 nM

FIGURE 32 — Activité des dérivés de la pédiocine co-produits avec PedC. L.
lactis NZ9000 pSec::s-rpedA et L. lactis NZ9000 pSec::rpedA ont été transformées avec
pOri23 (-) ou pOri::pedC (+). L'activité produite dans les surnageants des souches a été
évaluée en utilisant la souche C. maltaromaticum DSM20730 _pSec::nucB _pOri23 comme
souche indicatrice. Les concentrations sont exprimées uM équivalents pédiocine PA-1

s’accompagne d’une diminution de la productivité spécifique de la pédiocine dans les
souches transformées avec pedC (Tableau 14). Ainsi, bien que la quantité de pédiocine
produite en présence de PedC soit inférieure, 'activité antibactérienne obtenue est plus
importante, indiquant que le potentiel antibactérien des dérivés de la pédiocine est plus
élevé en présence de PedC.

Les CMI des surnageants des souches transformées avec pOri::pedC ou pOri23 ont
été mesurées en utilisant la méthode des puits en gélose et la souche C. maltaromaticum
DSM20730_pSec::nucB__pOri23 comme souche indicatrice. Il en résulte que, lorsque la
proteine S-Rpédiocine est co-produite avec PedC, la CMI de la protéine S-Rpédiocine di-
minue de 1,30 £+ 0,50 uM & 0,40 + 0,10 uM (Tableau 14) et que la CMI de la Rpédiocine
est de 0,50 £ 0,10 uM (Tableau 14), ce qui est inférieur a la valeur précédemment obte-
nue (1,50 + 0,30 uM ; Tableau 12, page 93). Ces résultats confirment que PedC permet

d’augmenter ’activité antibactérienne des pédiocines recombinantes.

Aucune activité antibactérienne n’a été détectée dans le surnageant de la souche

104



II1.3. Amélioration du potentiel antibatérien de la pédiocine recombinante

L. lactis NZ9000 pSec::rpedA _pOri23 bien que le dosage ELISA ait permis de doser
0,70 £ 0,10 uM. La CMI du surnageant de la souche L. lactis NZ9000 pSec::rpedA
étant de 1,50 + 0,30 puM, la quantité de Rpédiocine produite par la souche L. lactis
NZ9000 pSec::rpedA_pOri23 n’est donc pas suffisante pour qu’une activité soit obser-

vée.

IT1.3.6 Recherche in silico d’homologues de la protéine PedC

PedC appartient a la famille des protéines accessoires de sécrétion de bactériocines
PedC_BreD (numéro d’accession Interproscan : IPR005985). Dans le but de trouver des
homologues de la protéine PedC, celle-ci a été comparée a d’autres protéines appartenant
a la famille des PedC_BrcD ainsi qu’a des TDOR (Tableau 15).
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Tableau 15 — Homologie de séquence entre PedC, des TDOR et des protéines appartenant a la famille des

protéines PedC BrcD.

Protéine

Bactériocine

Conserve Domain
Database

Identité de séquence
par rapport a PedC

Pourcentage de
recouvrement par
rapport & PedC

e-value

PedC

Pédiocine PA-1

TRX family
PedC_BreD
Thioredoxin 2

100%

100%

3,00E-133

SkgC

Sakacine G

TRX family
PedC_BreD
Thioredoxin_ 2

47%

93%

1,00E-056

CoaC

Coaguline A

TRX family
PedC_BrceD
Thioredoxin 2

99%

100%

3,00E-132

PlaC

Plantaricin 423

TRX family
PedC_BrceD
Thioredoxin 2

99%

100%

1,00E-132

MesC

Mésentérocine Y105

TRX family
Thioredoxin 2

25%

45%

1,00E-005

LecX

Leucocine C

TRX family
Thioredoxin 2

25%

39%

6,00E-006

LcaE

Leucocine A

TRX family
Thioredoxin 2

25%

39%

4,00E-006

Blstt

Thermophiline 13

TRX family
PedC_BrceD
Thioredoxin 2

26%

78%

2,00E-008

BdbA

Sublancine 168

TRX family
Thioredoxin 2

17%

56%

4,00E-005

spynsy  [IT 941dvy)



II1.3. Amélioration du potentiel antibatérien de la pédiocine recombinante

Les protéines CoaC, PlaC, SkgC, LcaE, MesC, LecX sont toutes des protéines de
la famille PedC_BrcD et font respectivement partie des clusters de génes nécessaires a
la biosynthése de bactériocines de la sous-classe Ila suivante : coaguline A, plantaricine
423, sakacine G, leucocine A, mésentérocine Y105 et leucocine C (Figure 33). Ces pro-
téines ont respectivement 99% (e-value = 3,00E-132), 99% (e-value = 1,00E-132), 47%
(e-value = 3,00E-132), 25% (e-value = 4,00E-006), 25% (e-value = 1,00E-005), 25% (e-
value = 6,00E-006) et 29% (e-value — 2,00E-018) de similarité avec la protéine PedC
et possédent le méme domaine thiorédoxine que cette derniére (Thioredoxin 2 ; numéro
d’accession Interproscan : IPR012336). Ces analyses montrent que des protéines homo-
logues a la protéine PedC sont codés sur des loci de génes impliqués dans la biosynthése
de bactériocines.

Deux études précédentes ont démontré le role des TDOR BlpGg, et BdbA dans la
formation respective des ponts disulfures de la bactériocine de la sous-classe IIb, la ther-
mophiline 13 (FONTAINE et HOLS 2008), et de la bactériocine de la classe IV, la sublancine
168 (DORENBOS et al. 2002). Ces deux résultats suggérent que les TDOR interviendraient
dans la maturation de bactériocines appartenant a des classes différentes. L’analyse des
séquences de BdbA, BlpGg et PedC a révélé que ces trois protéines sont homologues,
possédent un domaine thiorédoxine (Thioredoxin 2; numéro d’accession Interproscan :
IPR012336). L’analyse de séquence a également montré que BlpGyg; et PedC appartiennent
a la méme famille de protéines accessoires de transport (PedC_BreD; numéro d’acces-
sion Interproscan : IPR005985; Tableau 15). Ce dernier résultat suggére que les protéines

BlpGyg; et PedC ont des fonctions apparentées.
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Pédiocine PA-1 (ped)

Coaguline A (coa)

Plantaricin 423 (pla)

Sakacin G (skg)

Leucocine A (lca)

Mésentérocine Y105 (mes)

Leucocine C (lec)

FicURE 33 — Structure génétique des clusters de génes codant pour des bacté-
riocines de la sous-classe Ila et contenant un homologue de la protéine PedC.
Les génes codant des bactériocines sont en rouge, les génes codant les protéines d’immu-
nité sont en jaune, les génes codant des protéines accessoires de séerétion de bactériocines
de la famille des Mesentericy105 (numéro d’accession interproscan : IPRO05696) sont en
vert, les génes codant des protéines de transport ABC de bactériocines sont en bleu, les
génes codant des protéines homologues de Ped(C sont en orange.

I11.4 Expression hétérologue de la pédiocine chez Car-
nobacterium maltaromaticum DSM20730

111.4.1 Introduction

Durant cette thése deux bactéries hotes ont ¢t¢ utilisées pour produire la pédiocme
recombinante : L. lactis et C. maltaromaticum. Lactococeus lactis a été choisie, car ¢’est
une bactérie lactique modeéle pour laquelle il existe de nombreux travanx sur Pexpression
hétérologue (MORELLO el al. 2008 ; PONTES ef al. 2011). La capacité de C. maltaroma-
ticurmn & produire la pédiocine recombinante a également été évalude. Les bactéries de ce
genre ont été déerites comme capable de produire simultanément plusieurs hactériocines
(e. g. divercine V41, divergicine M35, carnobactériocine BM1, carnobactériocine B2, car-
nobactériocine A) (AFZAL et al. 2010 ; LEISNER ef al. 2007). 11 est done possible que cette
souche soit performante pour la production de bactériocines.

Pour permettre la séerétion de la pédiocine PA-1 par €. maltaromaticurm DSM20730,

il a été décidé d'utiliser le systéme NICE. Pour que ce syvstéme fonctionne chez . mal-
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taromaticum, il est nécessaire de la transformer avec les génes nisR et nisK (MIERAU
et KLEEREBEZEM 2005) et comme elle est naturellement sensible a la pédiocine PA-1, il
faut la transformer avec le géne codant la protéine d’immunité de la pédiocine PA-1. Le
plasmide pRSNpedA (RENYE et SOMKUTI 2010) permet I’expression des génes codant les
protéines NisR et NisK ainsi que de I'ensemble des génes qui constituent 'opéron de la
pédiocine PA-1 dont le géne pedB codant la protéine d’'immunité de la pédiocine. C’est
pourquoi ce plasmide a été choisi comme vecteur pour exprimer la pédiocine PA-1 chez
C. maltaromaticum DSM20730.

I11.4.2 Reésultats

-
)
=
3, Em
= ol

o
>
(@]

repD -

papD  pRSNpedA
11-9 kb

repE

F1GURE 34 — Carte du plasmide pRSNpedA d’aprés RENYE et SOMKUTI 2010.
L’opéron de la pédiocine (papA-D) a directement été inséré en aval du promoteur induc-
tible P,;s4. Les geénes nisR et nisK codent les protéines impliquées dans la régulation
du promoteur P,;s4. Les génes de réplication chez les bactéries gram positives repD, repF
et repG sont indiqués ainsi que l'origine de réplication utilisée pour la réplication du
plasmide chez les bactéries gram négatives (ori).

La souche C. maltaromaticum DSM20730 a été transformée en utilisant le plasmide
pRSNpedA (Figure 34). La souche résultant, C. maltaromaticum DSM20730 pRSNpedA,
a été cultivée dans un tube de 15 mL en utilisant les conditions d’induction décrites pour

L. lactis (i. e. induction & DOggoum 0,4 avec une concentration sub-inhibitrice de nisine de
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0,1 ug/mL). Une culture sans induction a également été réalisée pour vérifier que la souche
C. maltaromaticum DSM20730 ne produit pas une substance antibactérienne. La souche
L. lactis ML3 a été cultivée dans les mémes conditions. L’activité produite dans le surna-
geant de ces souches a été évaluée en utilisant un test d’inhibition sur gélose et la souche
C. maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB _pOri23 comme souche indicatrice (Tableau
16). Sans induction aucune zone d’inhibition n’est observée pour les deux souches, ce qui
démontre que les souches ne produisent pas de composé ayant une activité antibactérienne
contre la souche indicatrice. Les surnageants des deux souches produisent des halos d’inhi-
bition de dimension comparable, ce qui suggére que les deux souches produisent la méme
quantité de pédiocine PA-1.

Ces résultats indiquent que la souche C. maltaromaticum DSM20730 pRSNpedA est

capable de produire une pédiocine recombinante active.

Tableau 16 — Activité antibactérienne produite par les souches L. lactis ML3
et C. maltaromaticum DSM20730 pRSNpedA

Diamétre d’inhibition 24
Souche Induit P Non-induit ©
C. maltaromaticum DSM20730 pRSNpedA 13 0
L. lactis ML3 13 0

a. Exprimé en mm
b. Le surnageant utilisé provient d’une souche cultivée en condition
d’induction (induction & DOggonm = 0,4 avec une concentration
sub-inhibitrice de nisine de 0,1 ug/mL
c. Le surnageant utilisé provient d’une souche qui n’a pas été cultivée
en condition d’induction
d. Les diamétres d’inhibition ont été obtenus en utilisant la souche
C. maltaromaticum DSM20730 _pSec::nucB _pOri23 comme souche indicatrice
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Chapitre 1V. Discussion € Perspectives

IV.1 Evaluation du systéme d’expression hétérologue
permettant la production de pédiocines chimé-
riques

IV.1.1 Lactococcus lactis

La bactérie L. lactis a été utilisée pour produire des dérivés recombinants de la pé-
diocine, car c’est un hote efficace pour produire la pédiocine PA-1 (ARQUES et al. 2008 ;
BUYONG et al. 1998 ; « Cloning of pediocin PA-1 and its immunity genes from » 2008 ;
HORN et al. 1998, 1999, 2004 ; L1 et al. 2011 ; MARTIN et al. 2007a; MARTINEZ et al.
2000; RENYE et SOMKUTI 2010; RENYE et al. 2011; REVIRIEGO et al. 2005, 2007a,b;
RODRIGUEZ et al. 2005). Pour permettre 'expression de la pédiocine PA-1 chez L. lactis,
un protocole de transformation a été mis au point en suivant les principes décrits par
HoLo et NES 1989. Dans cette publication I'efficacité de transformation a été évaluée sur
neuf souches de L. lactis subsp. cremoris en utilisant le plasmide pIL253. Dans ces condi-
tions, l'efficacité de transformation la plus basse mesurée est de 2,2.10% transformants/pg
d’ADN plasmidique et Pefficacité de transformation la plus haute mesurée est de 5,7.107
transformants/ug d’ADN plasmidique. Avec le protocole adapté pour le laboratoire, une
efficacité de transformation de 2,3.10° transformants/pg d’ADN a été mesurée. L'efficacité
de transformation semble trés variable selon la souche utilisée.

Il est décrit que lefficacité de transformation des souches L. lactis LM0230 et L.
lactis ATCC 11454 a été significativement augmentée par prétraitement simultané avec
des agents chimiques (acétate de lithium et dithiothreitol) perturbant la paroi cellulaire.
L’efficacité de transformation de la souche L. lactis LM0230 a été augmentée de 1,2.10°
a 2.3.10° transformation/pug d’ADN et celle de la souche L. lactis ATCC11454 a été
augmentée de 1,0.10* a 1,2.10° transformation/pg d’ADN. Ces deux souches font partie
de la sous-espéce lactis. L'effet d’un prétraitement avec les mémes agents chimiques sur des
souches de la sous-espéce cremoris, dont fait partie L. lactis NZ9000 n’a pas été étudié a
notre connaissance (PAPAGIANNI et al. 2007). Un traitement identique pourrait permettre

une augmentation de Uefficacité de transformation de la souche L. lactis NZ9000.

IV.1.2 Carnobacterium maltaromaticum

Le systéme NICE est le systéme d’expression inductible le plus utilisé chez L. lactis
(MIERAU et al. 2005; MORELLO et al. 2008). Ce systéme a été transféré a d’autres bac-
téries dont Leuconostoc lactis NZ6091, Lactobacillus helveticus CNRZ32 (I(LEEREBEZEM
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et al. 1997), Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus faecali, Bacillus subtilis (EICHENBAUM et al. 1998), Lactobacillus plantarum
(PAVAN et al. 2000), Lactobacillus brevis (AVALL-JAASKELAINEN et al. 2002) et Strepto-
coccus zooepidermicus (CHONG et NTELSEN 2003). Les résultats indiquent que le systéme
NICE est transposable a la bactérie Carnobacterium maltaromaticum DSM20730 et qu’il
permet la production de pédiocine PA-1 dans les mémes proportions que chez L. lactis
MLS3.

Il existe peu de systémes d’expression chez les bactéries du genre Carnobacterium. Le
promoteur constitutif Psy a déja été utilisé pour produire la brochocine C (GARNEAU
et al. 2003). Tl a également été envisagé d’utiliser le systéme de régulation & trois compo-
santes de la biosynthése de la carnobactériocine B2 (ROHDE et QUADRI 2006). Pour le
moment, ’expression hétérologue chez Carnobaterium a principalement été utilisée pour
produire des bactériocines (ALLISON et al. 1995; GARNEAU et al. 2003). Il a été montré
que Carnobacterium piscicola était capable de produire jusqu’a 4 bactériocines a la fois
(lacticine F, carnobactériocine BM1, carnobactériocine B2, carnobactériocine A) dont une
de fagon hétérologue (lacticine F; ALLISON et al. 1995). Nos résultats montrent qu’elle
est aussi capable de produire la pédiocine PA-1.

L’absence d’outils de biologie moléculaire disponibles pour la bactérie C. maltaroma-
ticum, ainsi que le manque de connaissance sur sa physiologie font que L. lactis est da-
vantage utilisée pour la production de protéines recombinantes. Par le passé, I'utilisation
du systéme NICE a facilité ’étude des bactéries des genres Streptoccocus et Enterococcus

et pourrait donc étre un outil pour étudier la bactérie Carnobacterium maltaromaticum.

IV.1.3 Promoteur constitutif et promoteur inductible

Deux types de promoteurs, un promoteur constitutif et un promoteur inductible, ont
été évalués pour exprimer le géne codant les dérivés recombinants de la pédiocine chez L.
lactis. Le promoteur constitutif P3, (VOSSEN et al. 1987), qui a été sélectionné, a déja été
utilisé pour la production de bactériocines recombinantes chez L. lactis (BORRERO et al.
2011a; CHIKINDAS et al. 1995; JIMENEZ et al. 2013 ; MARTIN et al. 2007a; REVIRIEGO
et al. 2007b). Malgré les différents essais de transformation réalisés durant ces travaux de
thése, aucun transformant ayant la séquence nucléotidique désirée n’a été obtenu.

Il est probable que I'expression constitutive des dérivés recombinants de la pédiocine
par le promoteur P3; soit toxique pour la bactérie L. lactis. Précédemment, il a été suggéré
que la distance entre la fin de promoteur P3, et le début du géne pedA pouvait avoir un

impact sur le niveau expression de la pédiocine chez L. lactis (CHIKINDAS et al. 1995).
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Dans cette étude, 'ensemble de 'opéron de la pédiocine PA-1 a été placé juste en aval du
début de la phase ouverte de lecture suivante le promoteur P, (ORF32). A la suite de
cette séquence, une séquence Shine-Dalgarno a été ajoutée (AAGGAG) suivi d’un codon
stop, localisé juste avant le codon initiateur du géne pedA (Figure 35). Il est supposé que
le début de 'ORF32 influence l'interaction entre 'ARNm et FARN 16s ou contribue a
'acquisition de la structure secondaire de ’ARNm (GUCHTE et al. 1991).

Piz ORF32 dABCD
A —=—=> ﬁ.}i P e N

Ps edA
N —— b

" Codont stop

Codont initiatenr
de la traduction

et Sequence Shine-Dalgarno

FIGURE 35 — Expression de ’opéron pedA BCD via le promoteur P3, d’aprés
CHIKINDAS et al. 1995 et GUCHTE et al. 1991. Stratégie mise en ceuvre par CHI-
KINDAS et al. 1995 (A). Stratégie mise en ceuvre durant cette étude (B).

Le second promoteur utilisé est le promoteur de la nisine A inductible & la nisine A.
I’inductibilité permet ainsi de découpler la phase de croissance de la phase production,
limitant ainsi les problémes de toxicité éventuelle. I1 est I'un des promoteurs les plus
utilisés pour la production hétérologue de protéines chez L. lactis (MIERAU et KLEE-
REBEZEM 2005) dont des bactériocines (BERMUDEZ-HUMARAN et al. 2007; BORRERO
et al. 2011a,b; JIMENEZ et al. 2013; L1 et al. 2011). Dans une précédente étude, 'opéron
pedABCD a été placé sous le controle de ce promoteur (RENYE et SOMKUTI 2010); il
a été alors démontré qu’une induction pendant deux heures avec 0,05 pg/mL de nisine

permettait d’obtenir la meilleure activité anti- L. monocytogenes. Cette concentration est

thése. Il est également décrit que plus la concentration d’induction de nisine est élevée
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plus la souche produit une activité anti-L. monocytogenes importante. Ce phénomeéne de
dose-réponse, observé également dans nos expériences, a été démontré a de nombreuses
? )

reprises (KUIPERS et al. 1995; RUYTER et al. 1996).

IV.1.4 Croissance de la L. lactis en condition d’induction

a) Production de dérivés recombinants de la pédiocine en flacon de 250 mL

L’impact des dérivés recombinants de la pédiocine sur la croissance de L. lactis a été
déterminé en mesurant la vitesse spécifique de croissance et la biomasse finale.

Les souches dérivées de L. lactis NZ9000 ont la méme vitesse spécifique de croissance
et la méme biomasse finale, ce qui indique que les dérivés recombinants de la pédiocine
n’ont pas d’effet sur la croissance de ces souches.

Il existe une différence de biomasse finale et de vitesse de croissance entre la souche L.
lactis ML3 subsp. lactis et les souches L. lactis NZ9000 subsp. cremoris produisant des
pédiocines recombinantes. Il est décrit que la vitesse de croissance des souches de la sous-
espéce cremoris est supérieure a celui des souches de la sous-espéce lactis (BOQUIEN et al.
1988). Il a également été décrit que dans un milieu M17 supplémenté avec du glucose, la
biomasse finale de la souche L. lactis ML3 (= NCDO 763) est supérieure a celle de la
souche L. lactis MG1363 (dont dérive la souche L. lactis NZ9000) (OBIS et al. 2001). En
outre, la viabilité des souches de la sous-espéce lactis apparait supérieure a la viabilité
des souches de la sous-espéce cremoris quand elles sont cultivées dans un milieu M17
supplémenté en glucose a 30°C (Kim et al. 1999). Cette augmentation de viabilité peut

expliquer les différences de biomasse observées.

b) Production des dérivés recombinants de la pédiocine en fermenteur de 2L

La souche L. lactis NZ9000 pSec::h-rpedA produisant la H-Rpédiocine a été culti-
vée en fermenteur en suivant les recommandations décrites par MIERAU et al. 2005, afin
d’augmenter sa production globale pour faciliter la purification. Les résultats de produc-
tivité ont été comparés a ceux obtenus en flacon de 250 mL. Il semble que la productivité
spécifique par gramme de bactérie de la H-Rpédiocine soit 1,8 fois supérieure en flacon
qu’en fermenteur. En revanche, la production globale de pédiocine est 1,8 fois supérieure
en fermenteur. L’augmentation de la biomasse est une stratégie communément utilisée
pour augmenter la production d’une protéine recombinante (RIESENBERG et GUTHKE

1999). La DOgoonm finale étant plus importante en fermenteur qu’en flacon de 250 mL, il
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est probable que la différence de biomasse soit responsable de la différence de productivité
de la H-Rpédiocine.

La biomasse est 'un des principaux facteurs permettant d’augmenter la production
globale de protéines recombinantes (RIESENBERG et GUTHKE 1999). L’accumulation de
lactate dans le milieu de culture de L. lactis est le principal facteur qui stoppe sa crois-
sance (MIERAU 2007 ; RIESENBERG et GUTHKE 1999). Un systéme de dialyse en ligne
permettant d’enlever le lactate du milieu a été développé. Ce systéme permet d’atteindre
une biomasse de 60 g/L (soit une DOgyonm de 180 ; MIERAU 2007) et en combinaison avec
le promoteur Py7 inductible au lactate, a permis de produire 2,5 g/L~! d’une nucléase
provenant de Staphylococcus aureus. A notre connaissance il n’a jamais été utilisé en com-
binaison avec le systéme NICE, qui est 'un des systémes le plus performant chez L. lactis
(MORELLO et al. 2008). L’utilisation de ce systéme en combinaison avec le systéme de

dialyse pourrait permettre d’augmenter significativement la production.

IV.1.5 Sécrétion des pédiocines recombinantes

Le systeme général de sécrétion de L. lactis est couramment utilisé pour améliorer la
production de protéines recombinantes comme les bactériocines (BORRERO et al. 2011a,b;
HERRANZ et DRIESSEN 2005 ; JIMENEZ et al. 2013 ; L1 et al. 2011 ; MARTIN et al. 2007a).
Pour permettre la sécrétion des protéines recombinantes via le systéme Sec de L. lactis,
un peptide signal comme celui de la protéine Usp4b peut étre fusionnée a l'extrémité
N-terminal de la protéine recombinante (MORELLO et al. 2008). Il a été décrit dans la
littérature qu’une charge positive entre le peptide signal et la protéine recombinante peut
avoir un effet négatif sur la sécrétion. Or, la région N-terminale des bactériocines de la sous-
classe Ila est positivement chargée, c’est pourquoi les pro-peptides SD et LEISSTCDA
ont été insérés entre le SPygu5 et le géne A, :pedA. 11 a été montré que les deux pro-
peptides permettaient d’augmenter la production de pédiocine recombinante dans les
mémes proportions. Il a déja été démontré que le peptide SPygp45 combiné avec le pro-
peptide LEISSTCDA permettait d’augmenter la productivité de la protéine NucB chez L.
lactis (LE LOIR et al. 1998, 2001). Il est supposé que ce peptide permet une meilleure prise
en charge par le systéme Sec de L. lactis ce qui permettrait une sécrétion plus rapide. La
rapidité de la sécrétion permettrait alors de diminuer le temps d’exposition aux protéases
intracellulaires.

Le pro-peptide LEISSTCDA permet d’accroitre sensiblement la productivité : cette
constatation conduit a supposer que les charges négatives du pro-peptide LEISSTCDA

améliorent Pefficacité de clivage du peptide signal et/ou permettent une conformation du
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pré-peptide optimale pour la sécrétion. Cette conformation permettrait a la pré-protéine
d’étre moins sensible a la dégradation intracellulaire, ce qui permettrait d’augmenter la
production globale (LE LOIR et al. 2005). Il est probable que les pro-peptides SD et
LEISSTCDA aient un mécanisme similaire sur la sécrétion des dérivées recombinants de

la pédiocine.

IV.2 Conséquence de la fonctionnalisation en N-terminale
sur le potentiel antibactérien des dérivés recom-
binants de la pédiocine

IV.2.1 Analyse des dérivés recombinants de la pédiocine sur gel
de tricine SDS-PAGE

Les surnageants contenant les pédiocines recombinantes ont été analysés sur gel de
tricine SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie ou sur gel d’activité en condition non
réductrice. Aprés coloration au bleu de Coomassie, des bandes sont observées (entre 3.5
et 6 kDa) a des masses compatibles avec les masses des dérivés recombinants de la pédio-
cine : S-Rpédiocine, L-Rpédiocine et Rpédiocine. Sur le gel d’activité correspondant, une
activité antibactérienne est observée aux mémes masses. Pour la S-Rpédiocine une bande
a 14,4 kDa est observée. Cette bande correspond a 3 fois la masse de la S-Rpédiocine et
pourrait correspondre a un trimére de cette protéine. Une masse de 16,5 kDa a déja été
mesurée pour la pédiocine sauvage par gel filtration a partir d’un échantillon semi-purifié
(précipitation au sulfate d’ammonium). Il a été suggéré que cette masse pouvait corres-
pondre a un tétrameére (GONZALEZ et KUNKA 1987 ; RODRIGUEZ et al. 2002). De plus,
a forte concentration et a basse température (4°C), la pédiocine PA-1 est connue pour
interagir avec les composants des milieux de culture et former des agrégats (RODRIGUEZ
et al. 2002), or la précipitation au sulfate d’ammonium des surnageants de culture a été

réalisée & 4°C dans des conditions favorisant la formation des agrégats.

Il a été montré que l'interféron o recombinant était produit sous forme de polyméres
chez Pichia pastoris. Ces polyméres résultent en partie de la formation de ponts disul-
fures intermoléculaires induisant la formation d’agrégats (WU et al. 2010). Un phénoméne

semblable peut également étre responsable de la bande visible & 14.4 kDa.
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I1V.2.2 Concentration minimale inhibitrice des dérivés recombi-
nants de la pédiocine

L’impact des pro-peptides SD et LEISSTCDA sur la CMI des dérivés recombinants
de la pédiocine a également été évalué. Les résultats montrent que l'insertion de la sé-
quence nucléotidique codant les pro-peptides n’a pas d’effet majeur sur 'activité des
dérivés recombinants de la pédiocine. De plus, I’'ajout simultané d’une séquence codant
un peptide hexa-histidine, d’un site de clivage par ’entérokinase, ainsi que d’un tripep-
tide charniére a 'extrémité N-terminale ne semble pas avoir d’effet majeur sur 'activité
de la H-Rpédiocine. Une étude précédente a démontré que ’ajout d’un résidu lysine en
C-terminal de la sakacine P n’avait aucun effet sur 'activité de cette derniére, mais que
I’ajout d’une lysine en N-terminal conduisait a une sakacine P ayant une perte d’activité
(Kazazic et al. 2002). Ce résultat indique que 1'ajout d’acides aminés en N-terminal
d’une bactériocine de la sous-classe Ila peut avoir des effets variables sur son activité.
Lorsque 'on greffe des acides aminés en N-terminal d’une bactériocine de la sous-classe
ITa, il est donc nécessaire d’évaluer I'impact du greffon sur I'activité de la bactériocine

recombinante.

IV.3 Etude du statut des ponts disulfures des dérivés
recombinants de la pédiocine

IV.3.1 Purification de la H-Rpédiocine par chromatographie d’af-
finité

Le statut des ponts disulfures des dérivés de la pédiocine a été analysé par MALDI-TOF.
La réalisation de cette expérience a nécessité la production de la pédiocine recombinante
en fermenteur, de facon a augmenter la production globale de pédiocine et augmenter
le rendement de purification. Pour faciliter la purification d’un dérivé recombinant de la
pédiocine directement a partir du surnageant de culture en une étape de chromatographie
d’affinité (IMAC), la séquence nucléotidique codant une étiquette histidine a été insérée
entre la séquence codant le pro-peptide SD et la séquence nucléotidique codant la pé-
diocine PA-1. Ce dérivé de la pédiocine est élué lorsqu’une solution contenant 20 mM
d’imidazole est injectée dans la colonne; cela indique qu’il est faiblement retenu dans la
colonne de chromatographie.

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ce phénoméne :

1. L’étiquette histidine peut étre masquée par la conformation de la protéine ou étre

118



IV.3. Etude du statut des ponts disulfures des dérivés recombinants de la pédiocine

dégradée.

2. Des éléments du surnageant de culture, comme des ions métalliques, peuvent avoir

altéré la liaison de la H-Rpédiocine.

3. Le temps d’incubation de la H-Rpédiocine dans la colonne est insuffisant pour qu’elle

soit fortement retenue dans la colonne.

Une étude a décrit la purification de I’entérocine P produite en fusion avec une éti-
quette histidine a 'extrémité C-terminal. Une étape d’incubation d’une nuit de la protéine
recombinante avec une résine d’acide Ni-NTA ont précédé 1’étape d’élution (HERRANZ et

DRIESSEN 2005). Suggérant que la fixation a la résine est une étape sensible.

IV.3.2 Analyse du statut des ponts disulfures de la H-Rpédiocine

L’analyse du statut des ponts disulfures par MALDI-TOF a révélé que le pont disulfure
de la région N-terminale de la H-Rpédiocine n’est pas formé, tandis que le pont disulfure
de la région C-terminale semble correctement formé. Le pont de la région C-terminale joue
un role dans l'activité antibactérienne, ainsi que sur le spectre d’action de la pédiocine
(BHUGALOO-VIAL et al. 1999 ; FIMLAND et al. 2000). Le pont disulfure en N-terminale est
conservé chez les bactériocines de la sous-classe I1a et apparait indispensable au maintien
de lactivité de la pédiocine (MILLER et al. 1998a). Cependant, il a également été décrit
que la pédiocine PA-1 était faiblement active en condition réductrice (E1JSINK et al. 1998).
L’absence de ce pont peut donc en partie expliquer la faible activité de la H-Rpédiocine.

Une autre hypothése expliquant 'activité résiduelle serait que plusieurs isoformes en
mélange soient présentes dans le surnageant de culture : certaines ne présenteraient pas
de pont disulfure en N-terminal et d’autre en présenteraient un. FIMLAND et al. 2000 et
JOHNSEN et al. 2000 ont isolé deux isoformes de la pédiocine recombinante ayant une
faible activité antibactérienne via une méthode de RP-HPLC. Ce résultat suggére qu’une

seule méthode est insuffisante pour voir ’ensemble des formes de la H-Rpédiocine.

IV.3.3 Recherche d’une protéine responsable de la formation des
ponts disulfures de la pédiocine PA-1

Les analyses d’activités ont révélé que les dérivés recombinants de la pédiocine (i. e. H-
Rpédiocine, S-Rpédiocine, L-Rpédiocine et Rpédiocine) avaient une CMI trente fois plus
élevée que la CMI d’une pédiocine sauvage produite par P. acidilactici. Il a déja été montré

que les bactériocines pédiocine PA-1, entérocine A, divercine RV41 et sakacine A étaient
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moins actives lorsqu’elles étaient produites de fagon hétérologue et sécrétées via le sys-
téme Sec de L. lactis. Les hypothéses proposées sont que les bactériocines peuvent s’auto-
agréger, étre dégradé, étre cysteinylées ou étre mal conformées (BERMUDEZ-HUMARAN
et al. 2007 ; BORRERO et al. 2011a; JIMENEZ et al. 2013 ; KUIPERS et al. 2006 ; MARTIN
et al. 2007a,b). En outre, il a été décrit que des mésappariements des cystéines ont lieu
quand la pédiocine est produite de facon hétérologue chez Lb. sakei. Ces résultats ont per-
mis d’émettre I'hypothése qu’il existe une protéine responsable de la formation des ponts
disulfures de la pédiocine PA-1 lorsqu’elle est produite chez le producteur naturel (Fim-
LAND et al. 2000 ; JOHNSEN et al. 2000). La souche L. lactis ML3 a été transformeée avec
I’ensemble des génes constituant 'opéron de la pédiocine sous le controle du promoteur
P,isa. Bien que le surnageant de cette bactérie présente une activité antibactérienne, la
pédiocine recombinante produite n’est pas détectable en ELISA. De plus, sur gel de tricine
SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie, aucune bande n’est visible a la taille attendue,
alors qu'une activité est visible sur le gel d’activité correspondant. Ces deux résultats
semblent indiquer que cette souche produit de faible quantité de pédiocine et qu'une dif-
férence de structure caractérise la pédiocine produite par une souche ne présentant que
pedA, et la pédiocine produite par une souche présentant les génes pedABCD. L’analyse
de la séquence protéique des quatre protéines constituant I’'opéron de la pédiocine a révélé
que la protéine PedC posséde un domaine thioredoxine avec un site catalytique CXXC
caractéristique des protéines impliqués dans la formation de ponts disulfures. L’hypothése
émise est que cette protéine est impliquée dans la formation correcte des ponts disulfures
de la pédiocine PA-1.

IV.3.4 Impact de la co-production de PedC sur la productivité
spécifique de la pédiocine recombinante et de ses dérivés

Afin d’étudier I'action de la protéine PedC, cette derniére a été co-produite avec
les dérivés recombinants Rpédiocine et S-Rpédiocine. En paralléle, les souches produi-
sant ces dérivés de la pédiocine ont été transformées avec le vecteur pOri23. La pro-
ductivité spécifique des souches L. lactis NZ9000 pSec::rpedA pOri::pedC et L. lactis
NZ9000 pSec::s-rpedA _pOri::pedC est inférieure a la productivité des souches témoins L.
lactis NZ9000 pSec::rpedA pOri23 et L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA _pOri23. L’ana-
lyse de la séquence de PedC a révélé qu’elle était probablement sécrétée via le systéme
Sec. Il est donc envisageable que la pédiocine recombinante et PedC entrent en compéti-
tion pour la sécrétion via ce systéme et que le traffic moléculaire entraine une diminution

de la quantité de pédiocine produite.
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La productivité spécifique de la souche L. lactis NZ9000 pSec::rpedA pOri23 est
inférieure a celle de la souche L. lactis NZ9000 pSec::rpedA. Le plasmide pOri23 est
maintenu dans la bactérie par ajout d’érythromycine, un inhibiteur de la traduction
(HAMILTON-MILLER 1973). La diminution de productivité spécifique de la souche L.
lactis NZ9000 pSec::rpedA pOri23 due a 'action de I'érythromycine. Cependant, au-
cune différence de productivité n’est observée pour les souches L. lactis NZ9000 pSec::s-
rpedA_pOri23 (Tableau 12) et L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA. Cette différence pourrait
étre expliquée par une meilleure efficacité de traduction de ’ARNm ayant en 5’ la séquence

codant le pro-peptide SD.

IV.3.5 Effet de la protéine PedC sur l’activité des pédiocines re-
combinantes

Lorsque les dérivés recombinant de la pédiocine Rpédiocine et S-Rpédiocine sont co-
produits avec la protéine PedC, leur CMI est approximativement 2,4 fois moins élevée
que lorsqu’elles sont produites en absence de pedC. La protéine PedC a précédemment
été annotée comme protéine accessoire de transport de bactériocines par homologie de
séquence avec la protéine LenD qui est elle-méme un homologue de la protéine HlyD. La
protéine HlyD étant nécessaire a la sécrétion de 'haemolysine A, il en a été conclu que
la protéine PedC était indispensable & la sécrétion de la pédiocine PA-1 wvia le systéme
de transport dédié chez P. acidilactici et E. coli (VENEMA et al. 1995). Cependant,
comme la quantité de pédiocine PA-1 n’a pas été mesurée, il est possible que ’absence
d’activité mesurée dans cette étude soit due & une diminution de 'activité spécifique de
la pédiocine PA-1 plutot qu’a une absence de sécrétion. Cette hypothése est renforcée par
le fait qu'une étude décrit la protéine PedD comme suffisante pour permettre la sécrétion
de la pédiocine PA-1 chez E. coli (BUKHTIYAROVA et al. 1994). Les résultats obtenus
pendant cette étude semblent indiquer que la protéine PedC a un role sur le potentiel
antibactérien de la pédiocine PA-1 plutot que sur le transport.

L’analyse de la structure de la protéine PedC suggére que c’est une TDOR ayant un
role dans la formation des ponts disulfures de la pédiocine. Il a été suggéré que les TDOR
ayant un cite catalytique CXHC (comme DsbA) étaient des oxydases et que les TDOR
ayant un cite catalytique CXYC (comme DsbC et DsbG) étaient des isomérases (HERAS
et al. 2008). Le site catalytique potentiel de la protéine PedC est formé des résidus CVHC,
suggérant que la protéine PedC est une oxydase.

L’activité d’'une TDOR de Vibrio cholerae a été évaluée en fonction du pH. Cette

étude a permis d’établir que 'activité de cette TDOR était dépendante du pH et que,
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a certaine valeur de pH (pH < 4,0), celle-ci est inactive (RUDDOCK et al. 1996). Ceci
indique que le pH est un facteur important influencant ’activité des TDOR. Une analyse
structurale de la protéine PedC permettant de déterminer son mécanisme d’action est

donc un prérequis avant une plus large utilisation.

IV.3.6 Recherche d’homologues de la protéine PedC

Une analyse de séquence a révélé que sur les clusters de génes impliqués dans la
biosynthése d’autres bactériocines de la sous-classe Ila (coaguline A, plantaricine 423,
sakacine G, leucocine A, leucocine C et mésentérocine Y105) se trouvent des génes codant
des protéines homologues de la protéine PedC. Ce résultat suggére que ces protéines ont
peut-étre un role dans 'activité de ces bactériocines de la sous-classe Ila. En outre, deux
études ont respectivement démontrées le role des TDOR BlpGg; et BdbA dans la formation
des ponts disulfures de la thermophiline 13 (FONTAINE et HOLS 2008) et de la sublancine
168 (DORENBOS et al. 2002). La termophiline 13 est une bactériocine de la sous-classe
IIb, tandis que la sublancine 168 est une bactériocine de la classe IV (OMAN et al. 2011).
Le role des TDOR dans la maturation des bactériocines ne semble pas limité & une classe
de bactériocines. Cependant, une interaction directe entre une TDOR et une bactériocine

n’a jamais été¢ démontrée a ce jour.
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Dans un premier temps, afin de permettre la sécrétion de la pédiocine recombinante
par L. lactis, la séquence codant le peptide signal de la protéine Usp4b a été ajoutée a
Pextrémité 5 du géne codant la structure mature de la pédiocine. Dans un second temps,
pour optimiser la sécrétion, les séquences codant les pro-peptides SD et LEISSTCDA ont
été insérées entre la séquence de la pédiocine et celle du peptide signal de la protéine Usp4b.
L’insertion de la séquence nucléotidique de ces pro-peptides permet une amélioration de
la sécrétion sans effet majeur sur I'activité de la pédiocine recombinante. Des analyses
indiquent que cette pédiocine est moins active que la pédiocine sauvage. L’analyse in
silico de I'opéron de la pédiocine a révélé que la protéine PedC code une thiol-disulfide
oxydoréductase ayant probablement un role dans la formation des ponts disulfures de la
pédiocine PA-1. La co-production de cette protéine avec les dérivés recombinants de la
pédiocine a permis d’améliorer le pouvoir antibactérien de ces derniéres. Ceci suggére que
Iexpression seule du géne de la pédiocine mature, via un hdte d’expression, n’est pas
suffisante pour obtenir une activité antibactérienne optimale, et que la protéine PedC
permet d’augmenter 1'activité de la pédiocine PA-1. Cette protéine pourrait étre utilisée
pour améliorer le pouvoir antibactérien des bactériocines recombinantes produites de fagon
hétérologue, probablement en favorisant la production de peptide avec une conformation

native des ponts disulfures.

Pour conclure, un systéme d’expression hétérologue permettant la production et la sé-
crétion de dérivés recombinants de la pédiocine directement dans le surnageant de culture
a été mis au point. Ce systéme est suffisamment tolérant pour permettre la production de
pédiocine modifiée par greffage de peptides en N-terminale. Il pourrait étre utilisé pour
produire des pédiocines modifiées par d’autres greffons, voire par des protéines. La sécré-
tion dans le surnageant permettrait alors de s’affranchir d’'une étape de purification et
ainsi d’évaluer directement 'impact des greffons sur le pouvoir antibactérien de la pédio-
cine recombinante. Cette expérience permettrait ainsi d’évaluer plus en avant la tolérance
de I'extrémité N-terminale de la pédiocine vis-a-vis d’autres greffons. Les résultats obte-

nus durant cette étude ont démontré que 'extrémité N-terminale de la pédiocine apparait
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suffisamment flexible pour tolérer la greffe de quelques acides aminés. Cette propriété a
été utilisée pour améliorer 'efficacité de sécrétion de cette bactériocine via le systéme Sec
de L. lactis, mais pourrait aussi étre utilisée pour ajouter une fonction a la bactériocine

afin de mettre au point des composés antibactériens innovants.
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Annexe A. Carte des plasmides pSec::nucB, pOri23 et de leurs dérivés.

(3746) EcoRI Xhol (0)

pSec::nucB
3836 bp

(2773) Bglll

FIGURE A.1 — Plasmide pSec::nucB. Les sites de restriction utilisés pour les clonages
sont indiqués. Ce plasmide contient le géne spygp,s5 ::sd::nucB sous le controle du promo-
teur P,;s4 inductible & la nisine A, ainsi que les génes de réplication repA et repC, le
géne conférant la résistance au chloramphénicol ¢m®, et un signal de terminaison de la,
transcription term.
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(3374) EcoRIL XfroL (0)

pSec::rpedA

3464 bp

FIGURE A.2 — Plasmide pSec::rpedA. Ce plasmide dérive du plasmide pSec::nucB. Les
sites de restriction utilisés pour les clonages sont indiqués. Ce plasmide contient le géne
Spuspas 1AgppedA sous le controle du promoteur P54 inductible & la nisine A, ainsi que
les génes de réplication repA et repC, le géne conférant la résistance au chloramphénicol
emf, et un signal de terminaison de la transcription term.
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Annexe A. Carte des plasmides pSec::nucB, pOri23 et de leurs dérivés.

(3401) EcoRI Xhol (0}

(3230) Nsil

(2773) BgllI-.

pSec::l-rpedA

3491 bp

FIGURE A.3 — Plasmide pSec::l-rpedA. Ce plasmide dérive du plasmide pSec::nucB.
Les sites de restriction utilisés pour les clonages sont indiqués. Ce plasmide contient le
gene spyspas ::leissteda:: Ag,pedA sous le controle du promoteur P,,;54 inductible & la nisine
A, ainsi que les génes de réplication repA et repC, le géne conférant la résistance au
chloramphénicol em®, et un signal de terminaison de la transcription term.
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(3380) EcoRL Xhol (0)

(3230) Nsil

(2773) Bglll

pSec::s-rpedA

3470 bp

FIGURE A.4 — Plasmide pSec::s-rpedA. Ce plasmide dérive du plasmide pSec::nucB.
Les sites de restriction utilisés pour les clonages sont indiqués. Ce plasmide contient le géne
Spuspas :8d::AgypedA sous le controle du promoteur P,;s4 inductible a la nisine A, ainsi que
les génes de réplication repA et repC, le géne conférant la résistance au chloramphénicol
emf, et un signal de terminaison de la transcription term.

129



Annexe A. Carte des plasmides pSec::nucB, pOri23 et de leurs dérivés.

{3425) EcoRI Xhol (0)

enterokinase site

!inker 556G \

(3230) Nsil-

(3097) BamHI_

(2773) Bglll

pSec::h-rpedA
3515 bp

FI1GURE A.5 — Plasmide pSec::h-rpedA. Ce plasmide dérive du plasmide pSec::nucB.
Les sites de restriction utilisés pour les clonages sont indiqués. Ce plasmide contient le
géne spyspas::histag::AgypedA sous le controle du promoteur P,;s4 inductible & la nisine
A, ainsi que les génes de réplication repA et repC, le géne conférant la résistance au
chloramphénicol em®, et un signal de terminaison de la transcription term.
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(3017) PE!‘I. BamHI (3001)

FI1GURE A.6 — Plasmide pOri23. Les sites de restriction utilisés pour les clonages sont
indiqués. Ce plasmide contient le promoteur constitutif P23, les génes de réplication repD
et repF, le géne conférant la résistance a I'érythromycine ermAM, ainsi que 'origine de
réplication ColE1.
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Annexe A. Carte des plasmides pSec::nucB, pOri23 et de leurs dérivés.

pOri::pedB

6309 bp

(3371) Pstl .Bamlﬂ {3001}

FiGURE A.7 — Plasmide pOri::pedB. Ce plasmide dérive du plasmide pOri23. Les
sites de restriction utilisés pour les clonages sont indiqués. Ce plasmide contient le géne
pedB sous le controle du promoteur constitutif P23, une séquence Shine-Dalgarno (RBS),
les génes de réplication repD et repE, le géne conférant la résistance a I'érythromycine
ermAM, ainsi que l'origine de réplication ColE1.
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pOri::pedC

6495 bp

{3557) Pstl BamHI (3001)

FI1GURE A.8 — Plasmide pOri::pedC. Ce plasmide dérive du plasmide pOri23. Les
sites de restriction utilisés pour les clonages sont indiqués. Ce plasmide contient le géne
pedC sous le controle du promoteur constitutif P23, une séquence Shine-Dalgarno (RBS),
les génes de réplication repD et repE, le géne conférant la résistance a I’érythromycine
ermAM, ainsi que Iorigine de réplication ColE1.
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Annexe A. Carte des plasmides pSec::nucB, pOri23 et de leurs dérivés.
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co-expression with PedC improves
pediocin production in Lactococcus
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ABSTRACT

Lactococcus lactis is considered an efficient cell factory for recombinant protein production. It is able to
produce and secrete class I1a bacteriocins such as pediocin PA-1 via the general secretion (Sec) pathway. However,
the positive charges at the N-terminus of pediocin PA-1 might impair secretion via the Sec secretion pathway and
the obtained recombinant pediocin has been described as less potent than the pediocin from the natural producer.
The impact of two propeptides on the production yield and on the potency of recombinant pediocins was
investigated. The nucleotide sequences encoding the propeptides SD or LEISSTCDA were inserted between the
sequence encoding the signal peptide of Usp45 and the structural gene of the mature pediocin PA-1. Both
propeptides improved secretion of the recombinant pediocins. Although no major impact on the antibacterial
activity of recombinant pediocins was observed, all recombinant bacteriocins produced in L. lactis were less potent
than wild-type pediocin. Co-expression of the putative thiol-disulfide oxidoreductase PedC, which is encoded by
the pediocin PA-1 operon, with the recombinant pediocins allowed to significantly decrease the minimal inhibitory
concentration of the produced bacteriocins. To our knowledge, this report shows for the first time that the
propeptides SD or LEISSTCDA lead to an improved secretion of recombinant pediocins with apparently no effect

on the antibacterial potency and that PedC plays a major role in the potency of pediocin.

Keywords: Pediocin PA-1, Lactococcus lactis, Heterologous expression, PedC, Bacteriocin, Thiol-disulfide

oxidoreductase.
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INTRODUCTION

Bacteriocins from lactic acid bacteria are defined as antimicrobial proteinaceous compounds synthesized by
ribosomes (Riley 2009). They are used in food as bio-preservatives and were lately suggested as drug candidates and
probiotic promoting factors (Dobson et al. 2012). As bio-preservatives, they can be added to food following three different
strategies: in situ into fermented food by bacterial culture which constitutes the starter culture, directly in a purified or
semi-purified form (e.g. nisin A, nisaplin®, Danisco) and as an ingredient based on a fermentate of a bacteriocin-
producing strain (pediocin PA-1, ALTA™ 2431, Quest International) (Cotter et al. 2013). Utilization of bacteriocins as
drugs in human or veterinary health have also been considered (Cotter et al. 2013; Lohans and Vederas 2012; van Heel et
al. 2011) as exemplified by nisin A which has been licensed for veterinary applications (Cotter et al. 2005). The industrial
use of bacteriocins requires efficient downstream and upstream processes. However, low production rate by natural
bacterial producers can dramatically impair further application of bacteriocins (Guyonnet et al. 2000; Jack et al. 1996;
Jasniewski et al. 2008).

Heterologous expression is an efficient strategy to enhance bacteriocin production yields. The lactic acid
bacterium Lactococcus lactis was successfully used to produce bacteriocins (Rodriguez et al. 2003) including pediocin
PA-1 (Arqués et al. 2008; Horn et al. 2004; Horn et al. 1999; Horn et al. 1998; Martin et al. 2007; Reviriego et al. 2007,
Reviriego et al. 2005), and could therefore be used as a host for large scale production purpose. Besides, due to its
Generally Recognized As Safe (GRAS) status, L. lactis is an interesting bacterium for in vivo delivery of bacteriocins for
probiotic purpose (Dobson et al. 2012; Osmanagaoglu et al. 2010; Pontes et al. 2011) or in fermented food (Renye Jr. et
al. 2011). Several strategies were explored to produce pediocin PA-1 by heterologous expression in L. lactis. One of them
consists of cloning the pediocin PA-1 operon ped4BCD, under the control of the nisin A promoter (Renye and Somkuti
2010). Another strategy, which aim at improving the secretion step and thereby the overall productivity, is to replace the
wild-type signal peptide of the recombinant protein by the Usp45 signal peptide (SPuspss) thus allowing secretion of
pediocin PA-1 through the Sec pathway (Li et al. 2011). However, although recombinant pediocin PA-1 was successfully
produced, little attention has been paid to the fact that the positive charges of pediocin PA-1 might impair secretion
through the Sec pathway. Indeed, the study of recombinant protein production in L. /actis showed that the insertion of the
peptide LEISSTCDA between the signal peptide and the recombinant protein NucB allowed to increase production of
NucB from 3 mg/L to 15 mg/L, highlighting the importance of the nature of the amino acids localized immediately after
the cleavage site of the signal peptidase (Le Loir et al. 1998; Pontes et al. 2011). The class Ila bacteriocin divercin RV41
was successfully secreted through the Sec pathway with the remaining propeptide SD fused to the bacteriocin at the N-
terminus after the cleavage site. This propeptide SD results from the cloning procedure in the Nsil restriction site that
allows translational fusion between SPus4s and the coding sequence of interest (Bermtidez-Humaran et al. 2007). As
previously suggested (Morello et al. 2008), it could be expected that the negative charge of aspartate in the propeptide SD
might enhance protein secretion. However, this point as well as the impact of the propeptide SD on the divercin RV41
specific activity have not been investigated.

Pediocin PA-1 is a model class Ila bacteriocin produced by several strains from Pediococcus and Lactobacillus
species. This bacteriocin exhibits antibacterial activity against a wide spectrum of foodborne pathogens and food spoilage
gram-positive bacteria (Papagianni and Anastasiadou 2009). As other class Ila bacteriocins, it affects both membrane
permeability and membrane potential (Papagianni and Anastasiadou 2009; Rodriguez et al. 2002). Mature pediocin PA-1
is a 44 amino acid peptide containing four cysteine residues involved in two disulfide bonds (Henderson et al. 1992). The
pediocin PA-1 operon consists of the four genes named pedA, pedB, pedC and pedD, which encode the prepediocin PA-
1, the pediocin PA-1 immunity protein, an accessory export protein and an ABC transporter (involved in the excision of

the signal peptide and the secretion of pediocin), respectively (Bukhtiyarova et al. 1994; Venema et al. 1995).
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The initial aim of this work was to investigate the impact of the SD and LEISSTCDA insertions on the secretion
efficiency and on the specific activity of recombinant pediocins expressed in L. lactis. The results obtained during the

course of this study prompted us to give interest to the role that might play PedC in the maturation of pediocin PA-1.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, culture conditions and plasmids. Bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table
1. L. lactis NZ9000 was grown at 30°C in M17 (Difco, Sparks, USA) supplemented with 1% (w/v) glucose (GM17
medium). Carnobacterium maltaromaticum DSM20730 was grown in Trypton Salt Broth medium (TSB; Biomérieux,
Marcy-1'Etoile, France) supplemented with 6 g/L yeast extract (TSBYE) at 30°C. Lactobacillus plantarum LMAX which
was isolated from HOLDBAC™ Listeria (Danisco) was grown in Man, Rogosa and Sharpes medium (MRS, Biokar,
Beauvais, France) at 30°C. L. lactis NZ9000 transformants were grown in GM17 containing 10 pg/mL chloramphenicol
or/and 10 pg/mL erythromycine (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA). C. maltaromaticum DSM20730 transformants were
grown in TSBYE containing 5 pg/mL chloramphenicol or/and 5 pg/mL of erythromycin.

Electroporation. Electrocompetent L. lactis NZ9000 was obtained as previously described (Holo and Nes 1989). For
electrocompetent C. maltaromaticum, an over-night culture was diluted 10-fold in fresh TSBYE medium and incubated
at 30°C until an ODsoonm of 0.7 was reached. Then bacteria were harvested by centrifugation at 6,000 g for 15 min.
Following three washes in ice-cold 10% glycerol solution, the pellet was resuspended in 1 mL of the same washing
solution and stored at -80°C. The electric pulse was delivered with a Gene-Pulser (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
USA.) setup at 25 pF, 2.1 kV and 200 Q. Then the suspension was mixed with 4 mL of TSBYE and incubated 4 hours at

30°C prior plating on selective medium containing 5 pg/mL chloramphenicol or/and 5 pg/mL erythromycin.

Plasmid construction. All the PCR products used for cloning purpose were obtained with the oligonucleotide primers
(Eurogentec, Seraing, Belgique) described in Table 2 by using the high fidelity thermostable polymerase Pfx50
(Invitrogen, Carlsbad, USA). The expression vectors pSec::s-rpedA and pSec::l-rpedA were constructed by using
pSec::nucB as recipient vector. PCR Product PCRSD and PCRLEI (Table 2) were digested with Nsil and EcoRI (New
England Biolabs, Massachusetts, Ipswich, USA) and were ligated into the pSec expression vector previously digested
with the same enzymes to generate pSec::s-rpedA and pSec::l-rpedA expression vectors, respectively. The plasmid
pSec::rpedA was constructed by deleting the SD encoding sequence by crossover PCR. To do so, the PCR products named
PEDA1 and PEDA2 which flank the SD encoding region, were obtained by using pSec::s-rped4 as DNA matrix. The
product named PEDA3 was obtained by crossover PCR by using PEDA1 and PEDA2 as DNA matrix and was
subsequently digested with Bg/II and X#ol and cloned into the pSec expression vector previously digested with the same
enzymes in order to generate the expression vector pSec::rpedA. Plasmid pOri::pedC was obtained by digesting the PCR
product PEDC with BamHI and Ps¢I (FastDigest, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). The plasmid
pOri::pedB was constructed similarly by using the primers described in Table 2. All the recombinant plasmids were
obtained by using the ligation mixes to electrotransform L. lactis NZ9000. The integrity of plasmid inserts was checked

by DNA sequencing according to the method of Sanger (GATC-BIOTECH, Konstanz, Germany).

Heterologous expression. For strains containing pSec::nucB or pSec derivatives, a culture incubated for 17 hours was

used to inoculate 200 mL of GM17 supplemented with chloramphenicol (10 pg/mL) in a 250 mL flask at an initial ODggonm



124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165

of 0.02. Cultures were grown at 100 rpm stirring (Amplitude: 20 mm; Sanyo, Osaka, Japan) and at 30°C. For strains
containing both pSec::nucB or derivatives, and pOri23 or derivatives, a culture incubated for 17 hours was used to
inoculate 200 mL of GM17 medium supplemented with chloramphenicol (2 pg/mL) and erythromicyn (2 pg/mL) in a
250 mL flask at an initial ODgoonm of 0.1. For all strains, heterologous production was induced with 100 ng/mL of semi-
purified nisin (balance sodium chloride and denatured milk solids containing 2.5% of nisin from Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA), when ODgoonm reached 0.4 - 0.5. After 24 hours of incubation, cell dry weights were determined gravimetrically.
Then the supernatants were collected after centrifugation (5,000 g; 15 min). Each supernatant was neutralized with 6M
NaOH, sterilized by microfiltration (0.2 pm) and stored at -20°C. The experiments were independently performed three

times.

ELISA. Recombinant pediocin concentrations were measured by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).
Rabbit serum containing anti-pediocin PA-1 polyclonal antibodies was purchased from Eurogentec (Seraing, Belgique).
Goat anti-rabbit IgG antibodies coupled with HorseRadish Peroxidase (HRP) were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA). Between each step described below, the microtiter plate was washed eight times with washing buffer
(phosphate buffer saline containing 0.05% of Tween® 20). Microtiter plate wells (Corning Incorporated, New york, USA)
were coated overnight at 4°C with 200 pL of filtered culture supernatant containing recombinant pediocins previously
diluted with Phosphate Buffer Saline (PBS) when required. Wells were subsequently blocked with 300 pL of skimmed
milk (10% w/v in PBS, Régilait, Saint-Martin-Belle-Roche, France) for 1 hour at room temperature. Wells were then
incubated with 150 pL of anti-pediocin polyclonal antibodies (1:1,000 in PBS) for 1 h at room temperature, followed by
incubation with 100 uL of HRP-labelled goat anti-rabbit IgG (1:2,000 in PBS) for 1 h. Bound secondary antibodies were
detected by adding 100 pL of 3,3'5,5'-tetramethylbenzidine (TMB, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). The
reaction was stopped with 100 pL of 2M H»SO4 and absorbance was read at 450 nm. Concentration of recombinant
pediocins in the supernatants were extrapolated from a calibration curve constructed using purified pediocin PA-1 from
Pediococcus acidilactici (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) diluted with PBS and were expressed in uM equivalents of
pediocin PA-1.

Antimicrobial Assay. Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of pediocin PA-1 and recombinant pediocins were
determined by well diffusion assay on agar plates (Mathieu et al. 1993) by using the strain C. maltaromaticum
DSM20730_pSec_pOri23 as indicator. Agar plates were prepared by inoculating agar medium with the indicator strain at
a final ODggonm of 0.01. Then 5 mm wells were cut in the agar medium and 25 pL of supernatant or diluted supernatant
were added to each well. Plates were incubated at 4°C overnight, then at 30°C for 24 hours and were inspected for the
presence of halos of growth inhibition. MIC is defined as the lowest concentration exhibiting a distinct inhibition zone

after 24 hours at 30°C.

Sequence analysis. The nucleotide sequence of putative thiol disulfide oxidoreductases were analysed using BLAST
(Altschul et al. 1997), SignalP (Nielsen et al. 1997), Conserved Domain Database CDD (Marchler-Bauer et al. 2013;
Marchler-Bauer et al. 2007; Marchler-Bauer and Bryant 2004) and Interproscan (Quevillon et al. 2005). The amino acid
sequence of PedC (accession number : P37249), BdbA (accession number: P68569), SkgC (accession number: B2LS01 ),
CoaC (accession number: Q9EZB1), PlaC (accession number: Q93FV5), BlpGy: (accession number: Q03J39) used for

analysis are from Uniprot.

RESULTS
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Impact of propeptides on secretion efficiency

The three plasmids pSec::rpedA, pSec::s-rpedA, and pSec::l-rpedA were constructed with the aim to produce
three different recombinant pediocins (Figure 1). The three plasmids contain chimeras where spu.45, which encodes the
signal peptide of Usp45, was fused to the mature pediocin encoding sequence AgpedA. In the plasmid pSec::rpedA, spuspss
was directly fused to AgpedA which theoretically leads, after cleavage by the signal peptidase, to the release of a
recombinant pediocin (Rpediocin) exhibiting the primary structure of the wild type mature pediocin PA-1. In the plasmids
pSec::s-rped and pSec::l-rped, the sequences encoding the propeptides SD and LEISSTCDA, respectively, were inserted
between spugp4+s and Ay, :pedA. These plasmids theoretically lead to the secretion of recombinant fusion pediocins PA-1,
named S-Rpediocin and L-Rpediocin, that would exhibit the peptide SD and LEISSTCDA at the N-terminus, respectively.
The three plasmids were used to transform L. lactis, and the resulting strains were cultivated in order to produce the
expected recombinant pediocins. The strain L. lactis NZ9000 pSec::nucB was used as control. This control strain
produces an extracellular staphylococcal nuclease (NucB) with no known antibacterial property.

For each producer, a dry weight of 0.3 g/L/ODgsoonm and a maximal ODgoonm 0f 2.3 was obtained, indicating that
all strains approximately produced the same biomass. Furthermore, the specific growth (0.8 h™!) rate was not significantly
different between strains. The concentration of each recombinant pediocins was measured by ELISA and the specific
production was determined by normalizing pediocin PA-1 concentration to dry weight bacteria (Table 3). The strain L.
lactis NZ9000 pSec::rpedA produced approximately 2.3 £+ 0.4 umol/g of recombinant pediocin whereas the strains L.
lactis NZ9000 pSec::s-rped and L. lactis NZ9000_pSec::/-rped produced approximately 3.5 £ 0.2 and 3.2 + 0.3 umol/g
of pediocin, respectively. The results thus show that the SD and LEISSTCDA propeptides allow a 1.5-fold increase in

secreted recombinant pediocin production.

Antibacterial activity

The antibacterial activity of supernatants was assessed by agar-well diffusion assay using C. maltaromaticum
DSM20730 pSec::nucB pOri23 as target strain. Inhibition areas were obtained from the culture supernatants of the three
strains L. lactis NZ9000 pSec::rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA, and L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA (Figure 2A,
panels 2, 3, and 4). No inhibition was obtained with the culture supernatant of the control strain L. lactis NZ9000
pSec::nucB (Figure 2A, panel 1). Moreover, no inhibition was observed when the same experiment was carried out with
an indicator strain previously transformed with pOri::pedB, which confers immunity to pediocin PA-1 (Figure 2B, panels
2, 3, and 4). These results show the three strains L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA, L. lactis NZ9000 pSec::[-rpedA, and
L. lactis NZ9000 pSec::rpedA produce active recombinant pediocins. The supernatants containing the recombinant
pediocins Rpediocin, S-Rpediocin, and L-Rpediocin exhibited MIC values of 1.5 £0.3 uM, 1.2+ 0.1 uM, and 1.2 £0.2
uM (Table 3), respectively. These results show the propeptides SD and LEISSTCDA have no major impact on the MIC

value of the supernatants containing recombinant pediocins.

Co-production of PedC with S-Rpediocin

The potency of the recombinant pediocins produced in L. lactis was compared to the wild type pediocin produced
by Pediococcus acidilactici. Surprisingly, the wild-type pediocin PA-1 produced from P. acidilactici exhibited a MIC
value of 0.05 pM, and was thus approximately thirty times more active than the recombinant pediocins. This result
suggests that the structure of recombinant pediocins is different from the wild type pediocin. Although class Ila
bacteriocins are described to be non-post-translationally modified, they all exhibit at least one disulfide bond. It was

previously described that disulfide bonds are important for the antibacterial activity of pediocin PA-1 (Fimland et al. 2000;
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Johnsen et al. 2000). Even if disulfide bond formation can be spontaneous, this is a low and aspecific process that can
require enzymatic catalysis in bacteria (Kadokura et al. 2003). It was hypothesized that such enzymes could allow correct
formation of disulfide bonds in wild type pediocin PA-1 bacterial producers (Fimland et al. 2000; Johnsen et al. 2000).
Lately, it was shown that Thiol-Disulfide Oxidoreductases (TDORs), which belong to the thioredoxin superfamily and
are characterized by a conserved CXXC motif, are involved in the posttranslational maturation of the bacteriocins
sublancin 168 and BlpGs: (Dorenbos et al. 2002; Fontaine and Hols 2008). Interestingly, sequence analysis of the pediocin
PA-1 operon pedABCD revealed that pedC encodes a putative secreted protein with a CXXC motif and a thioredoxin-like
fold.

The encoding sequence of pedC was cloned into pOri23 and the resulting plasmid was used to transform L. lactis
NZ9000 pSec::s-rpedA. In parallel, the same recipient strain was transformed with pOri23 and the resulting strain was
used as a control strain. Inhibition assays resulted in broader growth inhibition halos for the strain transformed with
pOri::pedC (Figure 2C, panel 2) than for the strain transformed with pOri23 (Figure 2C panel 1). Consistently, the MIC
value of the recombinant pediocin decreased from 1.2 = 0.1 uM to 0.4 + 0.1 uM when PedC was co-expressed with the
recombinant pediocin (Table 3). Besides, the strain producing PedC exhibited a 3 times lower specific productivity
compared to the control strain (Table 3). These results show that even if lower amount of recombinant pediocin are
produced, a higher activity was obtained with strain co-producing the recombinant pediocin and PedC. When the same
experiment was carried out with the indicator strain transformed with the pOri::pedB plasmid, which encodes the pediocin
PA-1 immunity factor, no inhibition was observed (Figure 2D, panels 1 and 2). Furthermore, no inhibition was observed
when the control strain L. lactis NZ9000_pSec::nucB was transformed with pOri::pedC, indicating that PedC does not
exhibit detectable antibacterial activity in our experimental conditions (data not shown). These results show that PedC

allows to increase the antibacterial potency of the recombinant pediocin S-Rpediocin in L. lactis.

PedC homologues as putative antibacterial activity promoting factors of bacteriocins

Previous studies already showed that the TDORs BlpGy and BdbA are involved in disulfide bonds formation of
the bacteriocin thermophilin 13 (Fontaine and Hols 2008) and the bacteriocin sublancin 168 (Dorenbos et al. 2002),
respectively. BLASTP analysis revealed that BlpGy shares 26% of identity (e-value = 2,00E-008) with PedC, and that
BdbA shares 17% of identity (e-value = 4,00E-008) with PedC. Furthermore, BlpG and PedC both exhibit a thioredoxin-
like fold (Interproscan accession number IPR012336) and a bacteriocin transport accessory protein-like fold (Interproscan
accession number IPR005985). The proteins SkgC, PlaC, CoaC which are transport accessory proteins of the class Ila
bacteriocins sakacin G, plantaricin 423 and coagulin A (Figure 3), respectively, appears to have the same thioredoxin-like
fold and the same bacteriocin transport accessory protein-like fold as PedC. Moreover, PedC shares 47% (e-value = 1,00E-
056), 99% (e-value = 1,00E-132) and 99% (e-value = 3,00E-132) of identity with SkgC, PlaC and CoaC, respectively.
This suggests that SkgC, PlaC and CoaC might enhance the activity of the class Ila bacteriocins sakacin G, plantaricin
423 and coagulin A, respectively.

DISCUSSION

The general secretion (Sec) system of L. lactis was widely used to improve secretion of recombinant proteins
including bacteriocins (Borrero et al. 2011a; Borrero et al. 2011b; Herranz and Driessen 2005; Jiménez et al. 2013) such
as the bacteriocin pediocin PA-1 (Li et al. 2011; Martin et al. 2007). In order to allow secretion via the Sec system in L.

lactis, the signal peptide of the Usp45 protein SPuspas is commonly fused to the N-terminus of recombinant proteins
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(Morello et al. 2008). Since it is thought that positive charges impair secretion through the Sec pathway, sequences
encoding SD or LEISSTCDA propeptides were fused to the nucleotide sequence encoding the mature pediocin PA-1
(4sp::pedA) at the 5' end. Both propeptides allowed the improvement of the production of recombinant pediocins with no
marked difference between propeptides SD and LEISSTCDA.

The effect of the signal peptide SPysp4s and the propeptide LEISSTCDA were previously described to improve
the overall productivity in L. lactis (Freitas et al. 2005; Langella and Le Loir 1999; Le Loir et al. 2001; Le Loir et al.
1998; Nouaille et al. 2005; Zhang et al. 2010). The replacement of the signal peptide of NucB by the signal peptide of the
major secreted protein Usp45 (SPuspss) increased NucB secretion. It was hypothesized that enhancement of protein
secretion resulted from a more efficient recognition of the SPyp4s by the Sec secretion machinery of L. lactis. Moreover,
when the propeptide LEISSTCDA was inserted between SPusp4s and NucB, secretion was further improved. The
underlying mechanism is still unknown, it is speculated the negative charges of the propeptide LEISSTCDA would
increase the cleavage efficiency by signal peptidase and/or would fold into a conformational state that would lead to
optimal secretion efficiency. This optimal secretion efficiency would therefore allow the protein precursor to be less
sensitive to intracellular degradation or would help to escape intracellular degradation thus increasing the production yield
(Le Loir et al. 2005). A similar mechanism could explain the higher productivity of the recombinant pediocins fused to
SD or LEISTCDA propeptides.

Propeptides SD and LEISSTCDA did not have any significant impact on the antibacterial specific activity of
recombinant pediocin PA-1. Thorough analysis of the impact of additional amino acid residues on specific activity of
sakacin P revealed that an extra lysine residue at the C-terminal end had no marked effect on antibacterial activity.
However, a lysine residue added at the N-terminus strongly reduced the potency of sakacin P (Kazazic et al. 2002). These
results indicates that adding amino acid residues at the N-terminal end of class Ila bacteriocins can have various impacts
on their potency and peptide engineering implying peptide fusion at the N-terminus would require checking the impact
on antibacterial potency of pediocin-like bacteriocins.

It was shown that all recombinant pediocins in the culture supernatants, including Rpediocin, are less active than
the wild type pediocin PA-1 produced by P. acidilactici. Similar results were already reported for pediocin PA-1, enterocin
A, divercin RV41, and sakacin A and it was hypothesized that recombinant bacteriocins might be subjected to self-
aggregation, degradation, or could be misfolded (Bermidez-Humaran et al. 2007; Borrero et al. 2011a; Jiménez et al.
2013; Martin et al. 2007). Another hypothesis would be linked to the fact that pediocin PA-1 has two disulfide bonds. The
disulfide bond at the N-terminus is conserved in class Ila bacteriocins, whereas the disulfide bond at the C-terminus is
less conserved and is important for both pediocin PA-1 spectrum and stabilization inside the bacterial membrane (Fimland
et al. 2005; Fimland et al. 2000; Fimland et al. 1996). When heterologous production of pediocin PA-1 is performed by
using Lactobacillus sakei, non-native disulfide bonds are formed (Fimland et al. 2000; Johnsen et al. 2000). We
hypothesized that similar cystein mispairing were formed in recombinant pediocin PA-1 produced in L. lactis. Sequence
analysis of the ped4BCD operon revealed pedC would encode a protein with a putative thioredoxin fold and a CXXC
catalytic site, suggesting a probable role in the status of the pediocin PA-1 disulfide bonds. In this study, co-production of
PedC and the recombinant pediocin S-Rpediocin led to the production of a bacteriocin with higher potency. Though, PedC
is described as an accessory transport protein, it was indeed concluded to be essential for secretion by the dedicated
secretion system in both Pediococci and E. coli (Venema et al. 1995). Nevertheless, since the amount of pediocin PA-1
produced was not measured, it remains unclear whether the absence of activity recorded in this study was due to a decrease
of secretion efficiency and/or of potency. In line with this, another study demonstrated that PedD was sufficient to allow
secretion of pediocin PA-1 in E. coli (Bukhtiyarova et al. 1994). Our results further support that PedC increases the

potency of pediocin PA-1. Sequence analyses showed that pedC homologous genes are genetically linked to genes
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encoding the class Ila bacteriocin sakacin G, plantaricin 423 and coagulin A suggesting that TDORs are critical functions
for these bacteriocins. Two other studies revealed the role of TDORs in the potency of bacteriocins belonging to other
classes: the class VI sublancin 168 (Dorenbos et al. 2002) and the class IIb thermophilin 9 (Fontaine and Hols 2008),
suggesting that the role of TDORs in the potency of bacteriocins would be not restricted to one particular class of
bacteriocins.

When PedC was co-expressed with recombinant pediocin S-Rpediocin, a lower concentration of S-Rpediocin
was obtained in the culture supernatant. Sequence analysis of PedC suggested it contains a Sec-dependent signal peptide.
In addition, pedC is under the control of the strong constitutive promoter p23 (van der Vossen et al. 1987). Therefore, it
can be speculated that PedC compete with the recombinant pediocin for the recruitment by the Sec machinery for
secretion.

This study revealed that the model class Ila bacteriocin pediocin PA-1 is sufficiently flexible to tolerate fusions
at the N-terminal end. This property was used here to improve secretion efficiency and could also be used for other
purposes such as genetic engineering of innovative antibacterial compounds as previously shown for other bacteriocins
(Acuiia et al. 2012; Qiu et al. 2003). Moreover, this work revealed that solely expressing the structural gene of class Ila
pediocin PA-1 in a heterologous host may not be sufficient to get an optimal antibacterial activity, and that PedC might
be helpful to enhance the activity of recombinant bacteriocins, probably by increasing the concentration of correct

disulfide bond containing peptides.
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Tables:

Table 1. Strains, plasmids and synthetic genes used in this study

Plasmid, Strain and Synthetic genes

Description

Reference

Strains

L. lactis NZ9000
C. maltaromaticum DSM207302

Lb plantarum LMAX

L. lactis NZ9000 pSec::nucB

L. lactis NZ9000_pOri::pedB

L. lactis NZ9000 pSec::rpedA

L. lactis NZ9000_pSec::s-rpedA

L. lactis NZ9000_pSec::l-rpedA

L. lactis NZ9000 pSec_pOri::pedC

L. lactis NZ9000_pSec::s-rpedA_pOri23

L. lactis NZ9000 pSec::s-
rpedA_pOri::pedC

C. maltaromaticum
DSM20730_pSec::nucB_pOri23

Plasmids

pSec::nucB

pOri23
pOri::pedB

pSec::rpedA

pSec::s-rpedA

pSec::l-rpedA

pOri::pedC
Synthetic genes

sd: .'AsppedA

leisstcda: :AsppedA

MG1363 derivative; pepN::nisRK+
Pediocin sensitive strain

Natural pediocin producer, isolated from HOLDBAC®
Listeria

Carry the plasmid pSec which contains the nucB gene
under the control of Pris4

Carry the plasmid pOri::pedB which contains the pedB
gene under the control of P23

Carry the plasmid pSec::rped4 which contains the
AsppedA gene under the control of Ppisa.

Carry the plasmid pSec::s-rpedA which contains the
sd::AsppedA gene under the control of Puisa

Carry the plasmid pSec::/-rpedA which contains the
leisstcda::AsppedA gene under the control of Pis4

Carry the plasmid pSec which contains the nucB gene
under the control of Pyis4 and pOri::pedC which contains
the pedC gene under the control of P23.

Carry the plasmid pSec::s-rpedA which contains the
sd::AsppedA under the control of Puis4 and the plasmid
pOri23

Carry the plasmid pSec::s-rpedA which contains the
sd::AsppedA under the control of Puis4 and pOri::pedC
which contains the pedC gene under the control of P23.

Pediocin sensitive strain resistant to erythromycin and
chloramphenicol

CmR, Phisa, Spuspss, nucB, repA, repC

ErmR, p23, repD, repE
ErmR, p23, pOri23 derivative carrying pedB

CmR, pSec derivative carrying spuspss: -rpedA and
encoding secreted Rpediocin

CmR, pSec: derivative carrying spuspss::s-rpedA and
encoding secreted S-Rpediocin

CmR, pSec derivative carrying spuspss::I-rpedA and
encoding secreted L-Rpediocin

ErmR, p23, pOri23 derivative carrying pedC
Amino acid sequence

bictgataaatattatggtaatggagttacttgtggaaaacattcatgttctgttgatt
ggggtaaagctacaacttgtattattaataatggagetatggeatgggctactggt
ggacatcaaggtaatcataaatgttaa

bttagaaatttcatcaacatgtgatgcetaatattatggtaatggagttacttgtgg
aaaacattcatgttctgttgattgggotaaagctacaacttgtattattaataatgga
gctatggeatgggctactggtggacatcaaggtaatcataaatgttaa

(Kuipers et al. 1998)
(Hiu et al. 1984)

Danisco

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

(Bermudez-Humaréan et al.
2007)

(Que et al. 2000)
This study

This study

This study

This study

This study

Genscript

Genscript

aThe strain was from Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen collection.
"The nucleotide sequences encoding propeptides SD and LEISSTCDA fused to the N-terminus of pediocin PA-1 are in bold.
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Table 2. Primers and PCR products

PCR
product Matrix Primers?
name
PEDB Lb. plant LMax ~ Forward:
- prantarum ATCGGGATCCTAAAAAGGGAGGCCAAATATAATGAATAAGACTAAGTCGGAA
Reverse :
ATCGCTGCAGCTATTGGCTAGGCCACGT
B Forward:
PCRSD sd::Aypedd CCCCCCCCATGCATCTGATAAATATTATGGTAATGGAGTTACTTGTGGA
Reverse :
CCCCCCGAATTCACTAGTCCTTAACATTTATGATTACCTTG
. B Forward :
PCRLEL  leisstcda::AypedA CCCCCCCCATGCATTAGAAATTTCATCAACATGTGATGCTAAATAT
Reverse :
CCCCCCGAATTCACTAGTCCTTAACATTTATGATTACCTTG
3 Forward :
PEDAL pSec::s-rpedd ACAGCTCCAAGATCTAGTCTT
Reverse :
AGTAACTCCATTACCATAATATTTTGCATAAACACCTGACAACGG
B Forward :
PEDA2 pSec:is-rpedd CCGTTGTCAGGTGTTTATGCAAAATATTATGGTAATGGAGTTACT
Reverse :
ACATGCTGAAGAGCATCTCATT
Forward :
PEDA3 PEDAl and PEDA2 ACAGCTCCAAGATCTAGTCTT
Reverse :
ACATGCTGAAGAGCATCTCATT
Forward :
PEDC Lb. plantarum LMAX ~ GGGGGGGGATCCTAAAAAGGGAGGCCAAATATAATGTCTAAGAAATTTTGGTCA

AA

Reverse :
GGGGGGCTGCAGCTACTGATTATTGTAATCAGC

2Restriction sites are in bold, RBS sequences are italicized
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Table 3. Specific production and antimicrobial activity

Strain Specific production®® MIC**
L. lactis NZ9000 pSec::rpedA 23+04 1.5+0.3
L. lactis NZ9000_pSec::s-rpedA 3,5+£0.2% 1.2+0.1
L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA 3,2+0,3* 1.2+0.2
L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA_pOri23 4,0+0,7 1.3+£0.5
L. lactis NZ9000_pSec::s-rpedA_pOri::pedC 1,44+ 0.1%* 04+0.1

Mean =+ standard deviation

bSpecific production was expressed as pmol equivalents of pediocin PA-1/g of dry weight bacteria

°MIC values of culture supernantants were expressed in uM pediocin PA-1 equivalents
*Indicate a significant difference (Student’s #-test, p-value < 0,05) of specific production between the strains L. lactis

NZ9000 pSec::s-rpedA L. lactis NZ9000 pSec::l-rpedA and the control strain L. lactis NZ9000 pSec::rpedA

**Indicate a significant difference (Student’s ¢-test, p-value < 0,05) of specific production between the strains L. lactis

NZ9000 pSec.:s-rpedA_pOri::pedC and the control strain L. lactis NZ9000 pSec::s-rpedA pOri::pedC.
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Figure legends:

Figure 1: Construction of pSec derivatives. The restriction sites used for cloning purpose are indicated. The plasmid
pSec and derivatives contain the nisin inducible promoter P4, the replication genes repA and repC, the gene conferring

resistance to chloramphenicol, and a transcriptional terminator term.

Figure 2: Antibacterial activity of recombinant pediocins. The antibacterial activity of recombinant pediocins was
assessed on agar plate using the sensitive strain C. maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB_pOri23 (line A and C) or the
pediocin PA-1 resistant strain C. maltaromaticum DSM20730 pSec::nucB_pOri::pedB as target strains (line B and D).
Pictures in line A panel 1, 2, 3, 4 and B panel 1, 2, 3, 4 show the inhibitory activity of the culture supernatants containing
NucB, Rpediocin, S-Rpediocin, and L-Rpediocin, respectively. NucB is produced by L. lactis NZ9000 pSec::nucB and
was used as a negative control. L. lactis NZ9000 pSec::s-rped was transformed with either pOri23 (line C panel 1 and
line D panel 1) or pOri::pedC (line C panel 2 and line D panel 2). The culture supernatants were assayed for antibacterial

activity by using the strain C. maltaromaticum_pSec_pOri23 as indicator strain.

Figure 3: Genetic structure of gene clusters of class IIa bacteriocin containing a pedC homologue.
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Fig.3
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Annexe B. Combining propeptide fusion and co-expression with PedC
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Titre : Amélioration de la production hétérologue de la bactériocine pédiocine chez
Lactococcus lactis

Résumé :

Un des enjeux majeurs en génie microbien est de produire des quantités élevées de protéines a
I'état natif. Parmi les hotes disponibles pour la production hétérologue de protéines, Lactococcus lactis
est une bactérie a fort potentiel. Son innocuité et son caractere gram positif en fait un héte de choix pour
la production de protéines d'intérét au niveau extracellulaire. Parmi ces protéines figurent des
bactériocines produites par des bactéries, lesquelles sont des proteines antibactériennes pouvant étre
utilisées a des fins de sécurité sanitaires des aliments voire comme antibiotique en thérapie anti-
infectieuse. Ces travaux de these ont pour ambition d'améliorer la producttion hétérologue de la
bactériocine modele pédiocine chez L. lactis au niveau quantitatif et qualitatif en ciblant respectivement
les étapes de sécrétion et de maturation post-traductionelle. La sécrétion a été améliorée en insérant les
séquences codant les pro-peptides SD ou LEISSTCDA entre la séquence codant le peptide signal de
sécrétion et la séquence codant la bactériocine. Il a été montré que de telles insertions n’affectent pas
son activité antibactérienne. L’analyse in silico de 1’opéron responsable de la production de pédiocine
chez la bactérie productrice sauvage a révélé que le geéne pedC code une protéine prédite comme
thiol-disulfide oxydoréductase, suggérant un rble de cette protéine dans le statut redox des cystéines
de la pédiocine. La co-expression de PedC avec la pédiocine recombinante a permis
d’augmenter significativement le pouvoir antibactérien de la bactériocine co-produite. Les résultats
obtenus pendant cette thése ont ainsi montré que la production globale de pédiocine par L. lactis peut
étre améliorée par fonctionnalisation de I’extrémité N-terminale sans effet significatif sur le potentiel
antibactérien de cette derniere et que PedC joue un role majeur dans le potentiel antibactérien de la
pédiocine.

Mots clés : Génie microbien, Production hétérologue, Lactococcus lactis, Pédiocine PA-1, Bactériocine,
Thiol-disulfide oxydoréductase

Title : Improving the heterologous production of the bacteriocin pediocin in Lactococcus
lactis

Abstract:

Lactococcus lactis is considered an efficient cell factory for recombinant protein production.
It is able to produce and secrete class Ila bacteriocins such as pediocin PA-1 via the general
secretion (Sec) pathway. However, the positive charges at the N-terminus of pediocin PA-1 might
impair secretion via the Sec secretion pathway and the obtained recombinant pediocin has been
described as less potent than the pediocin from the natural producer. The impact of two propeptides
on the production yield and on the potency of recombinant pediocins was investigated. The
nucleotide sequences encoding the propeptides SD or LEISSTCDA were inserted between the
sequence encoding the signal peptide of Usp45 and the structural gene of the mature pediocin PA-1.
Both propeptides improved secretion of the recombinant pediocins. Although no major impact on the
antibacterial activity of recombinant pediocins was observed, all recombinant bacteriocins produced in
L. lactis were less potent than wildtype pediocin. Co-expression of the putative thiol-disulfide
oxidoreductase PedC, which is encoded by the pediocin PA-1 operon, with the recombinant
pediocins allowed to significantly decrease the minimal inhibitory concentration of the produced
bacteriocins. To our knowledge, this report shows for the first time that the propeptides SD or
LEISSTCDA lead to an improved secretion of recombinant pediocins with apparently no effect
on the antibacterial potency and that PedC plays a major role in the potency of pediocin.

Keywords: Microbial engineering, Heterologous expression, Lactococcus lactis, Pediocin PA-1,
Bacteriocin, Thiol-disulfide oxidoreductase
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