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Abstract — Who determines the diversity of oligopeptide transport specificity in Lactococcus
lactis? In this review our knowledge of oligopeptide transport by Opp in Lactococcus lactis is
discussed. The specific oligopeptide transport system Opp is essential for growth of lactic acid
bacteria in milk. This system belongs to the superfamily of ABC transporters containing a binding
protein, generally described as the determinant of the specificity. The substrate specificity of this
system, studied on one strain of lactococci, L. lactis MG1363, appears to be very different from that
of other bacteria, especially Salmonella typhimurium. Relatively broad, this specificity is not fully
representative of that of L. lactis species. In fact, each strain displays specific preferences for peptide
transport. Despite binding protein OppA sequence varies to one strain to another, its variability
cannot explain the observed diversity of substrate specificity. In L. lactis, OppA is essential for
peptides transport but does not entirely determine the substrate specificity and its diversity among
the species.
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Résumé — La présente revue se propose de synthétiser 1’état de nos connaissances concernant le
transport des oligopeptides par le systtme Opp chez Lactococcus lactis. Ce systeme est
indispensable a la croissance des bactéries lactiques dans le lait. Il appartient a la famille des
transporteurs ABC constitués d’une protéine affine : la protéine OppA, généralement décrite
comme le déterminant de la spécificité du transporteur. La spécificité de substrat de ce systeme,
définie sur une souche de lactocoque, L. lactis MG1363, apparait tres différente de celle d’autres
bactéries modeles comme Salmonella typhimurium par exemple. Relativement large, elle n’est
toutefois pas totalement représentative de I’espéce L. lactis. En effet, il existe une spécificité de
transport des peptides propre a chaque souche. Bien que la séquence de la lipoprotéine OppA differe
d’une souche a 1’autre, sa variabilité ne permet pas d’expliquer la diversité de la spécificité de
substrat constatée. Chez L. lactis, OppA est indispensable au transport, mais elle ne détermine pas
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1. INTRODUCTION

Les lactocoques sont des microorganis-
mes exigeants d’un point de vue nutritionnel
et sont auxotrophes pour plusieurs acides
essentiels qui sont en concentration limi-
tante dans le lait. L’utilisation d’oligopep-
tides (initialement présents dans le lait ou
dérivés de I’hydrolyse des caséines) est
indispensable a une croissance optimale
des souches dans le lait. Leur utilisation est
conditionnée par leur transport a travers la
membrane via le systeme de transport des
oligopeptides Opp. En effet, un dérivé de
Lactococcus lactis MG1363 partiellement
délété pour le géne oppA, tout comme une
souche de Streptococcus thermophilus
n’exprimant pas le transporteur, ne se
développent pas dans le lait [10, 15, 26].
Opp joue donc un role crucial dans la nutri-
tion azotée des bactéries lactiques.

Le systeme Opp est présent chez la plu-
part des bactéries et, chez les bactéries a
Gram positif, il intervient également dans
le mécanisme général de la signalisation
par les peptides (ou phéromones) de type
quorum sensing. Opp est impliqué dans les
processus de sporulation et compétence
chez Bacillus subtilis [17, 24], de conjugai-
son chez Enterococcus faecalis [9, 18], de
virulence chez plusieurs bactéries pathoge-
nes (Streptococcus pyogenes [21] ; Strep-
tococcus gordonii [19] ; Staphylococcus
aureus [5] ; Bacillus cereus [23] ; Bacillus
thuringiensis [11]), de survie a basses tem-
pératures et a ’intérieur de macrophages
chez Listeria monocytogenes [2].

Le systeme Opp a été caractérisé chez
plusieurs bactéries comme Salmonella
typhimurium, Escherichia coli et L. lactis.
C’est un transporteur ABC (ATP-Binding
Cassette) constitué de cinq protéines. Une
protéine affine lie les oligopeptides
substrats : OppA (périplasmique chez les
bactéries a Gram négatif, lipoprotéine atta-
chée a la membrane chez les bactéries a
Gram positif). Deux protéines transmem-
branaires OppB et OppC constituent la per-
méase du systeme. Enfin, deux protéines
liant I’ATP, OppD et OppF, fournissent

I’énergie au systeme par hydrolyse de
I’ ATP. Les genes codant pour les protéines
du systeme Opp sont organisés en opéron
et leur ordre est assez bien conservé, le
gene oppA étant situé en amont des autres
genes du complexe. Chez L. lactis, 1’ordre
des génes de I’opéron se différencie du cas
général puisque le géne oppA est situé en
aval de I’opéron opp [26].

La protéine OppA est par ailleurs géné-
ralement décrite comme le déterminant de
la spécificité du systeme Opp. Entre S.
typhimurium et L. lactis, les protéines
OppA présentent un faible pourcentage
d’identité (de 1’ordre de 21 %) et leur spé-
cificit¢ de substrat est tres différente.
OppA de S. typhimurium est capable de
fixer des di- et tripeptides quelle que soit
leur séquence avec une affinité maximale
pour les tripeptides [22, 25] tandis que
OppA de L. lactis ne fixe aucun di- ni tri-
peptide [13, 14].

2. LE TRANSPORT DES OLIGO-
PEPTIDES CHEZ L. LACTIS

2.1. Spécificité du systeme Opp chez
L. lactis MG1363

Le systeme de transport Opp de L. lactis
a été caractérisé génétiquement la premiere
fois par I’équipe de Poolman [26] chez la
souche MG1363. L’inactivation du gene
oppA [16, 26] a permis de mettre en évi-
dence que Opp, chez MG1363, est le seul
systeme impliqué dans le transport des oli-
gopeptides supérieur a trois résidus, ceci
malgré la présence dans le génome de cette
souche d’autres opérons codant pour des
transporteurs de peptides putatifs [3].

Le modele de fonctionnement du sys-
teme Opp, établi par Lanfermeijer et al.
[16] décompose le transport de peptides en
quatre étapes : I, fixation réversible du
ligand a la protéine affine OppA (dans sa
forme ouverte) ; II, changement de confor-
mation de la protéine OppA permettant la
capture du peptide (forme OppA fermée) ;
III, rapprochement de la protéine OppA
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Figure 1. Mécanisme général du transport des oligopeptides par Opp (adapté de [16]). La protéine
OppA est la protéine affine fixant le peptide. Les protéines OppB et OppC forment le canal
transmembranaire. Les protéines OppD et OppF sont les ATPases du systeme. Les quatre étapes
décomposant le transport d’un peptide (symbolisé par un triangle hachuré) sont indiquées par les
chiffres Ta IV.

Figure 1. Overall transport of oligopeptides by Opp (derived from [16]). The binding protein OppA
binds the peptide. The OppB and OppC proteins form the membrane complex. The OppD and OppF
proteins are responsible for the hydrolysis of ATP. The transport takes place in four steps (step I to

IV) and the peptide is symbolised by a triangle.

liée au substrat vers le complexe perméase
OppBC, changement de conformation du
complexe perméase ; IV, translocation du
substrat a travers la membrane (Fig. 1).
Dans ce modele, la protéine affine joue un
double rdle : elle permet la présentation du
substrat au reste du transporteur et en étant
fortement liée au translocon lors de cette
étape (étape III), elle permet la stabilisation
du transporteur dans un état catalytique dit
de transition [6]. Dans cette conformation,
les deux sous-unités fixant I’ATP se rap-
prochent afin de compléter les sites de
fixation de I’ATP. Le substrat est transféré
de fagon irréversible de la protéine affine
vers le canal transmembranaire jusqu’a
atteindre le cytoplasme méme si les ATPa-
ses sont toujours engagées. Une fois
I’hydrolyse de I’ATP accomplie et la libé-
ration du substrat dans le cytoplasme, le
transporteur retourne dans son état initial et
la protéine affine s’éloigne du complexe.

Des expériences de transport de pepti-
des par Opp ont montré que L. lactis

MG1363 est capable de transporter in vitro
des oligopeptides jusqu’a 18 résidus de
longueur [7]. Les peptides basiques hydro-
phobes, de taille comprise entre 600 et
1100 g-mol~! sont préférentiellement utili-
sés [13].

Des cinq protéines du systeme Opp,
OppA est décrite comme le récepteur ini-
tial de 1I’oligopeptide-substrat et donc le
premier acteur de la spécificité de substrat
du transporteur. L’affinité d’OppA pour
ses substrats a été étudiée, chez L. lactis
MG1363, via sa reconstitution dans des
protéoliposomes [8]. Une banque combi-
natoire de peptides a ensuite été testée et a
permis d’établir ou confirmer certaines
regles d’affinité :

— Il existe une relation entre 1’affinité
pour le substrat et sa taille : plus le peptide
est long, plus I’affinité OppA/peptide est
importante avec une affinité maximale pour
les nonapeptides [16]. La capacité de fixa-
tion peut s'étendre jusqu’a 35 résidus [8].
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Figure 2. Aptitude des souches sauvages de L. lactis a se développer en présence de peptides
sources d’acide aminé essentiel (adapté de [4]). Les peptides DRVYIHPFHL et VGDE sont
respectivement sources d’histidine et de valine. A : Croissance de L. lactis MG1363 en présence
des peptides DRVYIHPFHL et VGDE. B : Croissance des souches de L. lactis CNRZ437, Wg2,

11403 et E8 pour le peptide DRVYIHPFHL.

Figure 2. Growth of wild type L. lactis strains in presence of peptides as source of essential amino
acid (adapted from [4]). The peptides DRVYIHPFHL and VGDE were source of histidine and
valine, respectively. A: Growth of L. lactis MG1363 in presence of peptides DRVYIHPFHL and
VGDE. B: Growth of L. lactis strains CNRZ437, Wg2, 1L1403 and E8 in presence of peptide

DRVYIHPFHL.

— Les six premiers résidus du peptide
pénetrent dans la protéine OppA, les autres
interagissent de facon aspécifique sur la sur-
face d’OppA en fonction de leur nature [8].

— La spécificité serait imposée principa-
lement par le quatrieme, cinquieéme et
sixieéme résidus du peptide.

Le fait de surproduire OppA a la surface
des cellules bactériennes [20] augmente la
capacité d’OppA a lier un peptide donné
mais n’augmente pas celle du transport
sensu-stricto. L’étape limitante du transport
d’un peptide n’est donc pas sa fixation sur
OppA mais plus vraisemblablement son
transfert vers le complexe transmembranaire
OppBC (étapes III-IV du modele Fig. 1).

2.2. Diversité de la spécificité
de transport au sein du genre
Lactococcus

Les reégles d’affinité du transporteur
pour son substrat, précédemment décrites,
ont été définies sur la souche L. lactis
MG1363. L’étude de la spécificité de subs-
trat a été étendue a plusieurs souches de
I’espece L. lactis [4]. Six souches différen-

tes de L. lactis ssp. cremoris ou lactis ont
été étudiées pour leur croissance en milieu
chimiquement défini supplémenté en aci-
des aminés dont un des acides aminés
essentiels a la croissance (Met, Val, His,
Ile ou Leu) est apporté sous forme d’un
peptide, synthétique ou purifié du lait.
Vingt-cinq peptides avec des propriétés
biochimiques tres différentes ont été testés.
Sont présentées figure 2 les courbes de
croissance de cinq souches obtenues pour
deux des peptides testés. Aucune crois-
sance n’est observée quand 1’acide aminé
omis n’est pas remplacé par un peptide. En
ce qui concerne la souche MG1363, les
résultats de croissance pour tous les pepti-
des testés sont en accord avec les regles de
a savoir : sont préférentiellement consom-
més par MG1363 les peptides basiques de
masse moléculaire comprise entre 600 et
1100 g-mol~!, ne sont pas transportés les
peptides acides (peptide VGDE, Fig. 2A).
Or cette spécificité d’utilisation, définie
pour MG1363, n’est pas identique pour les
cinq autres souches de L. lactis étudiées.
Par exemple, le peptide DRVYIHPFHL,
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peptide neutre de masse moléculaire de
I’ordre de 1200 g-mol~!, utilisé de facon
optimale par MG1363 (Fig. 2A), ne per-
met qu’une plus faible croissance de la
souche E8 et aucune croissance de la sou-
che IL1403 (Fig. 2B). D’autre part L. lactis
Wg2 se développe tres faiblement en pré-
sence de I’heptapeptide ISQRYQK alors
que cette souche présence un taux de crois-
sance optimal en présence de I’heptapep-
tide basique TVYQHQK ou YPFPGPL
Ceci indique donc que les préférences
d’utilisation de MG1363 ne sont pas géné-
rales et ne peuvent étre étendues a toutes
les souches de L. lactis.

Il existe donc une variabilité de la spéci-
ficité d’utilisation des peptides au sein du
genre Lactococcus. En particulier six peptides
(VGDE, DRVYIHPFHL, RPKPQQFFGLM,
ISQRYQK, VRYL et LPQY) sont consom-
més différemment par les six souches tes-
tées. Des expériences de transport sur qua-
tre des souches de L. lactis pour trois
peptides discriminants ont confirmé que les
peptides qui permettaient la croissance des
souches étaient effectivement transportés
par ces dernieres, et inversement [4]. La
diversité d’utilisation des peptides obser-
vée entre les souches de L. lactis a donc
pour origine une variabilité de transport de
ces peptides.

2.3. Fixation et transport, deux
notions différentes chez L. lactis

L’expérience précédente (Fig. 2 et [4])
indique que la plupart des peptides (18 sur
25 testés) peuvent étre utilisés comme
substrat de croissance optimal. OppA est
donc capable, in situ, de fixer une large
gamme de peptides avec des caractéristi-
ques biochimiques tres différentes, ce qui
est en accord avec les résultats de fixation
obtenus avec OppA purifiée et reconstituée
dans des protéoliposomes [8].

Des études de compétition de transport
d’un peptide reporteur (YGGFL) avec des
peptides synthétiques ou dérivés de la
caséine ont permis de mettre en évidence
une inhibition de type compétitive par cer-

tains peptides chargés y compris les pepti-
des anioniques [12]. Par exemple, le pep-
tide VGDE exerce une inhibition de nature
compétitive de 1’ordre de 16 % [12]. Or ce
peptide, acide et de masse moléculaire de
418,4 g-mol~! (c’est-a-dire hors de la
gamme de préférences de MG1363), n’est
pas consommé, ni transporté par MG1363
quelle que soit la concentration testée
(Fig. 2A). Des études de fixation de VGDE
par la protéine OppA de MG1363 in situ
ont confirmé la capacité de la protéine
affine OppA d’interagir avec le peptide
VGDE bien que ce dernier ne soit pas
transporté par le complexe Opp [4].

D’apres le modele de fonctionnement
du systeme Opp (Fig. 1), la protéine OppA
régit bien la premiere étape de transport : a
savoir la fixation du peptide a internaliser
dans la cellule. Son absence prévient tout
transport [15, 26]. Dans ce cas OppA peut
étre considérée comme un déterminant du
transport des peptides chez L. lactis MG1363.
Mais un peptide fixé par OppA n’est pas
forcément transporté dans la cellule (cas de
VGDE). OppA peut donc étre considérée
comme un filtre a spécificité large (voire
aspécifique) plutdt que comme un détermi-
nant de spécificité.

3.LA PROTEINE AFFINE OPPA
CHEZ DIFFERENTES
SOUCHES DE L. LACTIS

La comparaison des protéines OppA des
souches de L. lactis MG1363, Wg2, IL1403
et CNRZ437 met en évidence une variabi-
lité¢ de séquence, exprimée sous forme de
pourcentage d’identité des acides aminés
dans le tableau I. La séquence OppA de
MG1363 differe de celle de Wg2, 1L1403
et CNRZ437 par respectivement 9, 72 et 10
résidus.

3.1. Construction de systémes Opp
hybrides

Pour savoir si la variabilité de séquen-
ces des OppA peut étre a I’origine de la
variabilité de transport des peptides entre
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Tableau I. Identit¢ de séquences entre les
protéines OppA de souches de L. lactis.

Table I. Identity of Opp protein sequences
between different strains of L. lactis.

Souches Pourcentage d’identité
de séquences OppA avec
celle de MG1363

SSL135 100

Wg2 98,5
CNRZ437 98,3

1L1403 88,0

SK11 99,7

les souches, les génes oppA des quatre sou-
ches (MG1363, IL1403, Wg2 et CNRZ437)
ont été exprimés chez la souche MG1363
délétée pour le gene oppA (souche
AMPI15, [20]) [4].

Les souches recombinantes construites
SL5147,SL5152,SL5174 et SL5175 (Tab. II)
synthétisent les protéines OppA des sou-
ches MG1363, Wg2, IL1403 et CNRZ437
(dans un contexte OppBCDF de type
MG1363) en quantité comparable aux sou-
ches sauvages [4].

Les expériences de consommation (et
de transport des peptides) présentées pour
un peptide dans la figure 3 ont confirmé
dans un premier temps que les propriétés
de transport des peptides de la souche
SL5147 sont restaurées et trouvées identi-
ques a celles de la référence sauvage
MG1363. De facon surprenante, les sou-
ches recombinantes, SL5147, SL5152,
SL5174 et SL5175, présentent les mémes
préférences de consommation et de trans-
port de peptides que la souche MG1363.
Par exemple les souches SL5152, SL5174
et SL5175 sont incapables de consommer
le peptide VGDE tandis que les souches
correspondantes Wg2, 11403 et CNRZ437
I’utilisent comme substrat de croissance.
De méme le peptide DRVYIHPFHL qui
était utilis€é par MG1363 mais pas par
IL1403 (Fig. 2A et B), est utilisé de fagon
optimale par toutes les souches construites
y compris SL5174 (Fig. 3).

Tableau II. Souches recombinantes MG1363AgppA
exprimant des protéines affines de différentes
souches de L. lactis.

Table II. Recombinant strains MG1363AoppA
complemented with binding proteins from
different L. lactis strains.

Souches construites Origine de I’OppA

exprimé
SL5147 MG1363
SL5152 Wg2
SL5174 1L1403
SL5175 CNRZ437

4 & 4 4

o SL5174
A SL5175

g SL5147

0 2 4 6 8 10
Temps (h)

Figure 3. Aptitude de souches recombinantes a
se développer en présence du peptide DRVYI-
HPFHL. Le phénotype des souches recombi-
nantes est indiqué dans le tableau II.

Figure 3. Growth of recombinant L. lactis
strains in presence of peptide DRVYIHPFHL.
The phenotype of recombinant strains is
indicated in Table II.

La complémentation de la souche AMP15
avec les différentes protéines OppA isolées
des souches de L. lactis restaure systémati-
quement et seulement la fonctionnalité et la
spécificité de substrat de la souche L. lactis
MG1363.

3.2. Conclusion originale

Les expériences de compétition de pep-
tides [12] ont montré qu’un peptide peut
étre fixé par OppA, mais n’est pas néces-
sairement transporté par Opp. OppA ne
dicte donc pas a elle seule la spécificité du
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transporteur c’est-a-dire sa capacité a trans-
porter ou non un peptide.

La construction de transporteurs Opp
hybrides a permis de conclure que bien que
la protéine OppA soit absolument indis-
pensable au transport de peptides, elle ne
détermine pas a elle seule la variabilité de
la spécificité du transport. Une protéine
OppA provenant d’une souche différente
ne modifie pas la spécificité de transport de
la souche hote.

La question posée reste donc ouverte :
Qui alors régit la spécificité de transport
des oligopeptides chez L. lactis ?

4.D’AUTRES ACTEURS
DE LA SPECIFICITE

La fixation d’un peptide par OppA n’est
ni une étape limitante pour le processus de
transport, ni une étape spécifique dans la
détermination de la spécificité de transport.

Des études cinétiques de transport [16]
ont d’ailleurs indiqué que la vitesse de
transport est déterminée par la vitesse de
transfert du peptide 1ié a OppA vers le reste
de la machinerie. Dans le fonctionnement
et la cinétique du systeme Opp, le com-
plexe transmembranaire OppBC joue un
role essentiel. OppA joue le réle d’un pre-
mier filtre plus ou moins aspécifique,
lequel permet ou non le transfert du pep-
tide au complexe perméase OppBC,
second filtre contr6lant I’internalisation
finale du peptide.

Les protéines OppB de MG1363,
IL1403, CNRZ437 et Wg2 sont 100 %
identiques entre elles ; seule la protéine
OppC de Wg2 présente deux acides aminés
de différence avec les OppC des trois autres
souches (Lamarque etal., résultats non
publiés). Les souches MG1363 et 1L1403
possédent donc un complexe perméase
identique a 100 % et des protéines affines
variables a 12 %. Or I’échange des protéi-
nes affines entre ces deux souches (souches
hybrides SL5147 et SL5174) dans un
contexte OppBC type MG1363 (donc
IL.1403) a restauré la spécificité de trans-

port de la souche MG1363 et non pas celle
de IL1403. 11 apparait alors peu vraisem-
blable que la variabilité de séquences
entres les protéines OppC puisse expliquer
la variabilité de transport observée entres ces
meémes souches. Des constructions généti-
ques de systemes OppABC hybrides sont
en cours pour confirmer cette hypothese.

Par ailleurs, I’analyse du génome de la
souche IL.1403 L. lactis séquencée [1] indi-
que la présence d’autres systemes de trans-
port de peptides de type ABC qui se réve-
lent étre fonctionnels chez les souches
autres que MG1363 (Lamarque etal.,
résultats non publiés). Chez L. lactis, il
semble donc que le transport des oligopep-
tides soit le fait non pas d’un, mais de plu-
sieurs transporteurs fonctionnels. De ce
fait, la diversité observée au sein de
I’espece pourrait s’ expliquer par des diffé-
rences d’expression et/ou de spécificité de
chacun de ces systemes au cours de la
croissance bactérienne. Ces autres trans-
porteurs sont en cours d’identification afin
de comprendre :

— comment est régie la spécificité de
transport des oligopeptides pour I’ensem-
ble du genre Lactococcus,

— et si ces différents systemes de trans-
port de peptides exercent des rdles diffé-
rents au sein d’'une méme souche L. lactis.
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