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Abstract — Optimising the production of heterologous exported proteins itactococcus lactis

by inactivation of HtrA, the unique housekeeping surface proteas&he use of bacteria as cell fac-
tories to produce heterologous exported proteins is often limited by extra-cellular proteolysis. We con-
structed d_actococcus lactismutant strain in which recombinant or heterologous exported proteins
are stable. A previously unknown membrane protease belonging to the HtrA/DegP family)(HtrA
was first identified irL. lactis subsp.lactis strain IL1403. Inactivation of the chromosomal gene
revealed that HtrA acts as a surface housekeeping protease by elimination of abnormal and/or mis-
folded proteins, and that HtyAis also responsible for the maturation of natural exported proteins, such
as thel. lactisbacteriolysin, AcmA. From an applied point of view, the most important result of our
study is that in the absence of HffAhe extra-cellular proteolysis of all tested proteins, in particu-

lar an heterologous one, is completely abolished, and the yield of intact protein is significantly
increased. These results suggest that HtisAthe sole extra-cellular housekeeping protease in

L. lactis in agreement with the analysis of the complete IL1403 genome sequence. In the future,
the mutanhtrA strain should constitute an efficient tool to improve yields of heterologous exported
proteins inL. lactis.

Lactococcus lacti$itrA / extra-cellular proteolysis / extra-cellular protein stability / production
of heterologous proteins

Résumé— L'utilisation des bactéries comme usines cellulaires pour produire des protéines hétéro-
logues exportées est souvent limitée par des problemes de dégradation extracellulair@ctGhez

coccus lactisnous avons construit une souche mutante qui permet d’exporter des protéines recom-
binantes ou hétérologues sous une forme stable. Nous avons d’'abord identifié dans la souche 1L1403
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delL. lactissubsplactis une protéase membranaire de la famille HtrA/DegP jusqu’alors inconnue
(HtrA ). L'inactivation de son gene a ensuite montré qu’elle assure, a la surface cellulaire, une fonc-
tion de ménage en éliminant des protéines anormales et/ou mal repliées, et qu’elle est aussi respon-
sable de la maturation de protéines exportées naturelles, comme la bactériolysine Acriag-de

tis. D’un point de vue appliqué, le résultat majeur de notre étude est qu’en I'absence deladtrA
protéolyse de toutes les protéines exportées testées, dont en particulier une protéine hétérologue, est
totalement abolie, et que le rendement en protéine intacte augmente significativement. Cela indique
que HtrA  est I'unique protéase de ménage extracellulaire thiectis,ce qui est en accord avec
I'analyse du génome d’IL1403. A I'avenir, la souche mutéita deL. lactisdevrait donc consti-

tuer un outil performant pour optimiser les rendements de production de protéines hétérologues
exportées

Lactococcus lactiditrA / protéolyse extracellulaire / stabilité des protéines extracellulaires /
production de protéines hétérologues

1. INTRODUCTION Notre laboratoire s’intéresse a un sys-
teme alternatif de production et d’exporta-

De nombreuses études appliquées utilition de protéines hétérologues, basé suor
sent les bactéries comme usines cellulaird§coccus lactis. L. lactisst le modele des
pour la production de protéines hétérologuegactéries lactiques, qui sont des bactéries a
L’exportation de ces protéines (transport #ram-positif non pathogenes, utilisées pour
travers la membrane cytoplasmique aboufabriquer divers aliments fermentés (fro-
tissant & une localisation dans I'enveloppe olnages, yaourts, ...), et ingérées par le
a la surface cellulaire, ou encore a la sécr&onsommateur (statut alimentaire ou
tion dans le milieu) est particulierementGRAS). L'exportation de protéines hétéro-
adaptée quand on les produit pour les purlogues pat.. lactisa des applications poten-
fier facilement, ou pour leur action spéci-tielles diverses : dans le domaine des bio-
fique sur des cibles extracellulaires. L'effi-technologies, des protéines a haute valeur
cacité du processus global de production éjoutée pourront étre produites et facilement
d’exportation hétérologue est un paramétrgurifiees en fermenteur ; pour I'agro-
prépondérant qui se mesure par le rend@limentaire, la production d’enzymes au sein
ment en protéine utile, c’est-a-dire a la foigd'un fromage pourrait accélérer son affi-
exportée, active et stable, par rapport a laage ; et enfin, dans le domaine de la santé
protéine produite. Si on maitrise aujourd’huidu consommateur, la production d’antigenes
assez bien les outils génétiques et molécwans les produits fermentés pourrait stimu-
laires pour faire produire et méme exportefer le systtme immunitaire du consommateur
une protéine en quantité par une bactérigt permettre de le vacciner. Dans ce cadre,
les étapes tardives de repliement et de staous avons développé des outils pour opti-
bilité a la surface cellulaire restent limi- miser diverses étapes de I'exportation des
tantes. Méme chezscherichia coletBacil-  protéines [8, 10, 18]. Nous disposons par
lus subtilis les stratégies développées pouexemple d’'une collection de signaux
inhiber la dégradation protéolytique pen-d’expression génique et d’exportation pro-
dant ou apreés I'exportation donnent souvertgique qui peuvent étre fusionnés a la
des résultats décevants [14, 27, 30] ; de plusg¢quence codante d'une protéine hétéro-
comme les caractéristiques de repliemerbgue pour commander a la fois sa produc-
d’une protéine ne peuvent pas étre préditeipn et sa localisation extracellulaire [18].
leur efficacité ne peut pas étre évalué®e plus, récemment, nous avons inactivé
a priori. une protéase de surface qui était jusqu’alors
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inconnue, ce qui a permis de stabiliser totaeibles privilégiées pour les protéases de
lement des protéines exportées, en particunénage.
lier hétérologues [19].

2.2. La protéase de ménage exportée

2 LA PROTEOLYSE la plus étudiée, HtrA d’E. coli
EXTRACELLULAIRE CHEZ i i ;
LES BACTERIES MODELES La protéase de ménage exportée la plus
E. COLI ET B. SUBTILIS étudiée est la protéase a sérine périplasmique

DegP/HtrA dE. coli[16]. Son géne a
2.1. Multiplicité des protéases exportées d'abord été identifié comme nécessaire a la
dégradation de protéines recombinantes

- N N fusions entre des protéines exportées
Les bactéries modeles possedent de nom; . :
b 'E. coliet la phosphatase alcaline, PhoA,

breuses protéases exportéasdehors des - =~ ;
P P utilisée comme rapporteur [24]), puis

peptidases spécifiques de I'exportation, R LK
impliquées dans le clivage des peptidegomme essentiel a la survie a trés haute tem-

signaux des protéines exportéBscoliet Perature (>42 °C), etinduit dans cette condi-

B. subtilisposseédent respectivement 9 (HtrA/tion [11, 12]. Ces 2 approches ont permis

d’élaborer le modeéle de la fonction de
DegP, DegQ/HhoA et DegS/HhoB, OmpT, ™ ~ h .
Orr?pP, Prgc(/gTsp, SppA/pr%téase IV, F,rﬁ”’menage de HtrA : elle dégrade des protéines

SohB, toutes dans I'enveloppe [6]) et 11exportées anormales, comme des protéines

(4 dans I'enveloppe : YyxA, YkdA, YVtA, ﬂe f;JS'ton’ ou d;as prottelnes dtggf':\turdee? atres
WOprA [13, 16], et 7 sécrétées : la subtilj-13Ute leMpErature et susceptivles de former

sine ou protéase alcaline Apr, la métallod€S agrégats toxiques [12, 16, 24]. Il a eté

protéase neutre majeure NprE, la bacillomontré récemment gu’'elle peut avoir 2 acti-

peptidase F ou Bpf, la métallo-protéas ités antagonistes selon la température : pro-

mineure Mpr, la protéase a sérine Epr, | éase a te[npérature éIeyée ou normale, et
métallo-protéase neutre mineure ou NprB, e(fhaperon a basse température [22].

la protéase a sérine Vpr [17]) protéases HtrA joue une fonction probablement
exportées. Bien que leurs roles ne soient pagtale parce que sa séquence est trés conser-
toujours connus précisément, on peut pensgée chez de nombreux organismes proca-
gu’'elles participent aux fonctions extracy-ryotes ou eucaryotes, et que plusieurs copies
toplasmiques suivantes : (i) la nutrition azo-de HtrA sont souvent présentes au sein d’'une
tée et la croissance, par la fourniture de pepréme espece bactérienne : 3 chezoli
tides et d’acides aminés assimilables, (ii) I€les protéines HirA/DegP, DegQ/HhoA et
renouvellement et le recyclage des protéineBegS/HhoB sont homologues entre elles et
exportées et (i) la fonction « de ménage »exportées [16]) et 3 ch&z subtilis(YyxA/
dans I'enveloppe, qui permet de se débai¥ycK, YkdA/HtrA et YvtA sont homo-
rasser des protéines exportées anormales mgues a HtrA d. coli, et elles possedent un
mal repliées (des formes protéiques trondomaine transmembranaire potentiel [16]).
quées par un arrét prématuré de traduction,

des agrégats inactifs qui peuvent s'accu-

muler de fagon toxique dans certaines condi- 2.3. Diverses protéases exportées

tions de stress...). De méme, les protéines ont un role de ménage

hétérologues, qui sont probablement peu ou

mal reconnues par les chaperons et les cata- L'étude de HtrA dE. coliindique que ce
lyseurs de repliement de la bactérie pron’est pas la seule protéase de ménage de
ductrice, peuvent présenter des problemd&nveloppe chez cette bactérie. Dans la
de repliement et constituent en général desouche mutantetrA d’E. coli,les fusions a
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PhoA exportées sont toujours dégradéesiombre de mutations est grand, et ce défaut
mais plus lentement que dans la souche sase répercute au niveau du rendement en pro-
vage, et cela par les autres protéases expdéine obtenu. Par exemple, ctezcoli, le

tées [24] De méme, cheB. subtilis c’est quadruple mutardegP/htrA ompT, prt et
I'inactivation des protéases sécrétéeprc a une croissance environ 2 fois plus
majeures (Apr, NprE et Bpf) qui a permis lafaible que la souche parentale & 30 °C (la
détection, dans le milieu de culture, des provaleur & 37 °C, non déterminée, pourrait
téases mineures, et leur caractérisation [17&tre encore plus faible [14]). (i) Ensuite, la

Il existe une autre indication expérimentalestabilité n’est pas toujours améliorée de
du réle de ménage de plusieurs protéaségcon significative a cause des protéases
exportées &. coli. Lorsqu'ils sont présents exportées encore presentes. Par exemple,
en multicopie, les généoAetsohBd’'une  chezB. subtilis dans la souche WB600 ol
part, ethhoAethhoBd’autre part, sont des 6 protéases sécrétées sont inactives, l'activiteé
suppresseurs du phénotype létal conditiorprotéolytique extracellulaire résiduelle est
nel de mutants nulstrA [1, 26] etprc[2]  de 0,3 % [27]. Le systeme de production de
respectivementAinsi, plusieurs protéases I'anticorps anti-digoxine a simple chaine,
exportées . coliou deB. subtilis,peu- initialement basé sur la souche WB600 [28],
vent, au moins dans certaines conditions, s €té amélioré par la surproduction conco-
substituer les unes aux autres, et jouer umitante de chaperons a la fois cytoplas-

réle de ménage dans I'enveloppe. miques et extracytoplasmiques [29]. En
parallele, la souche WB700 déficiente pour

toutes les 7 protéases sécrétées a été déve-

2.4. Systemes de production de loppée, et elle permet de produire & fort ren-
protéines exportées hétérologues : dement la staphylokinase [30]. Mais il a été
optimisation et limites montré que la staphylokinase est sensible a

la dégradation par la protéase de I'enve-
Au vu de la multiplicité des protéasesloppe WprA [9], et que I'activité protéoly-

exportéesl la Stratégie pour Optimiseﬁlque extracellulaire résiduelle (J[e WB?QO
I'exportation de protéines hétérologues #st de 0,1 % [30], probablement a cause a la
souvent consisté & combiner des mutatiorf§is de WprA et des 3 protéases potentielles
affectant plusieurs protéases différentesde la famille HtrA [13, 16].
Ainsi, des séries de souche&dtoliou de Finalement, bien que les souches.aoli
B. subtilisont été construites en mutant sucet deB. subtilisdéficientes en protéases
cessivement plusieurs génes de protéasesgportées constituent la base de systémes
exportées, respectivement les 4 géfeg®/  de production hétérologue utilisés avec suc-
htrA, ompT, prt etprc [14], ou les 7 génes ceés dans certains cas, leur efficacité n’est
aprA, nprE, bpf, mpr, epr, nprBetvpr[30]. pas optimale, du fait de la persistance de
Par exemple, les souches Besubtilis protéases exportées, et de problemes de
WB600 et WB700, déficientes pour 6 descroissance.
protéases sécrétées ou pour les 7, ont res-
pectivement permis de produire, sous des .
formes fonctionnelles, I'anticorps anti- 3. LAPROTEOLYSE
digoxine a simple chaine [28] et la staphy- EXTRACELLULAIRE

lokinase [30]. CHEZ L. LACTIS
Mais l'utilisation des souchesH!’ coli 3.1. La protéolyse de surface
ou deB. subtilisdéficientes en protéases chezL. lactiset le role de PrtP

exportées présente 2 limites importantes.
(i) D'abord, la croissance de ces souches ChezL. lactis,qui est notamment utilisée
est souvent d’autant plus ralentie que I@our fabriquer des fromages, la protéolyse
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joue un role clé dans les applications epour permettre, chez les bactéries a Gram-
technologie fromageére, par son impact a Ipositif, d’identifier spécifiqguement les genes
fois sur la croissance bactérienne, et sur lde protéines exportées sous la forme des
qualité aromatique des produits fermentégusions traductionnelles qui présentent I'acti-
L. lactispossede un systeme proteolytiquevité nucléasique [18]. En utilisatNuc
complexe composé de multiples peptidasedans la souche MG1363 telactissubsp
intracellulaires et d’'une seule protéasearemoris,nous avons mis en évidence seize
ancrée a la surface cellulaire, PrtP. PrtPgenes de protéines exportées [18]. Dans
dont le géne est plasmidique, est une praviG1363 (dépourvue de PrtP), les protéines
téase a sérine qui permet la croissance dade fusion aA;Nuc se sont souvent révé-

le lait en dégradant les caséines [7]. Iées la cible d’une protéolyse extracellulaire
PrtP a souvent été présentée comme A€ nature inconnue [18].
seule protéase de surface chetactis a Nous avons pensé que cette protéolyse

cause de son role primordial dans la nutritiopourrait relever de la fonction de ménage, et
azotée, et de I'échec de tentatives de purifietre due a un homologue de HtrAdtoli,
cation d’'autres protéases de surface (notorfui dégrade des protéines recombinantes du
que la protéase membranaire HflBldéac-  méme type (des fusions entre des protéines
tis a son site catalytique dans le cytoplasmexportées et un rapporteur [24]). Dans le
[15]). Mais certaines souches Helactis génome complet de la souchelddactis
possedent une protéase de surface spégiubsp.lactis IL1403 [3], nous n’avons
fique de la maturation du précurseur de larouvé qu’un seul cadre de lecture homo-
nisine [25]. De plus, il existe des protéasefogue a HtrA dE. coli, et nous I’avons

de surface différentes de PrtP chez d'autregppelé HtrA,.

bactéries lactiquesLactobacillus del-

brueckeiisubsp.bulgaricusposséede une

métallo-protéase de surface [23]Lbt hel- 3.3. Caractérisation de HtrA
veticusa un homologue de HtrA, dont le et obtention de la souche
géne est inductible en condition de stress, mutante htrA

et qui présente un signal d’exportation [21].
Récemment, nous avons mis en évidence HtrA | (408 acides aminés) est I'homo-

I'existence d’'une protéine exportée de Igogue de HtrA, HhoA et HhoB &. coli
famille HtrA chezL. lactis, et nous avons (34 % d’identité), d’YyxA et YkdA de
montré que c’est une protéase fonctionnellg. subtilis(45 et 46 % d’identité respective-
[19]. ment), et de HtrA déb. helveticug47 %
d’identité). Elle a toutes les propriétés d’'une
i , protéase a sérine de la famille HtrA [19].
3.2. Découverte d'une nouvelle D’abord, elle posséde la triade catalytique
protéase de surface, Htr, sérine, histidine et aspartate (en position 239,
127 et 157 respectivement) dans 3 régions
Nous avons émis I'hypothése dudac-  consensus qui caractérisent cette famille
tis devait posséder au moins une nouvellgDAYVVTNYH,, VI, D, L AVLKIS, et
protéase exportée a la suite de la mise 6BNS,;(GGALINIEGQVIGI T, les acides
évidence de la protéolyse extracellulaire daminés conservés apparaissant en gras [16]).
protéines de fusion au rapportéyNuc  Ensuite, elle possede un domaine N-termi-
[18]. Ce rapporteur dérive de la nucléaseaal hydrophobe, prédit pour étre trans-
Nuc deStaphylococcus aurepgr une délé- membranaire (LLLTGVVGGAIALGG-
tion N-terminale englobant le peptide signal SAl,,¢). Cela suggére que HtrAest une
et il ne présente d’'activité nucléasique qu'protéine membranaire avec son site cataly-
I'extérieur de la cellule. Il a été développétique potentiel exposé a la surface, et donc
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capable de dégrader des protéines exportéese culture liquide en phase exponentielle
[19]. Enfin, elle posséde a son extrémitéaboutit & : (i) un arrét de croissance unique-
C-terminale un domaine de type PDZ, connument de la souchigrA, et a un ralentisse-
pour intervenir dans les interactions proiment de la croissance des 2 autres souches,
téines-protéines, et qui pourrait étre impliquést (i) & une chute de viabilité apres 5 h
dans la fixation au substrat ou dans I'oligo-d’exposition a 39 °C dix fois plus importante
meérisation de la protéine [16]. pour la souchétrA que pour les 2 autres

Pour analyser le role de HtyA nous Souches [19].
avons inactivé spécifiquement son géne La thermo-sensibilité de la souchgA
(htrA ) par un événement simple de recomdémontre que la protéine Htrfest impli-
binaison homologue [19]. Dans la souchgjuée dans la résistance au choc thermique et
IL1403, htrA | a été interrompu par l'inser- qu’elle est essentielle pour la survie a haute
tion d’'un plasmide qui confere la résistanceempérature. Cela suggére que Hiraurait
au chloramphénicol (Chla souche cor- un réle d’élimination des protéines exportées
respondante est appeléeA) ; en paralléle, dénaturées et toxiques.
une copie sauvage derA  a aussi eté
maintenue malgré l'insertion du méme plas- 3.4.2. Le réle de Htr
mide (la souche Chcorrespondante est dans la protéolyse de protéines
appeléétrA*/htrA). Nous avons alors testé anormales
les phénotypes de croissance et de protéolyse
de surface des 3 souches isogéniques 1L1403, Nous avons analysé la protéolyse de sur-

htrA*/htrA ethtrA. face de protéines de fusion exportées chez la
souchentrA. Trois fusions dgJNuc ont eté
choisies dans notre collection du fait de
'importance de leur protéolyse extracellu-
3.4.1. Son role dans la croissance ~ laire dans un contexterA sauvage, et de
et la survie a haute température leurs différentes localisations [18] : la fusion
sécretée Usp4ByNuc, la lipoprotéine
Les propriétés de croissance de la soucHélp4-AsNuc et la fusion complexe expor-
htrA ont été comparées a celles des 2 sotée ExpSAgNuc. Dans ces fusions, la par-
ches isogéniques IL1403 letrA*/htrA. A tie N-terminale provient des protéines sui-
la température optimale de 30 °C, en culvantes : (i) Usp45, la majeure proteine
ture liquide, les 3 souches présentent degecrétée dans le milieu de culture déac-
croissances comparables (indépendammefis, (i) NIp4, une lipoprotéine ancrée a la
de la présence ou non de sélection par embrane cytoplasmique dle lactis par
Cm pour les 2 souches GnintrAt/htrA et  ses acide gras, et (iii) une fusion entre deux
htrA). Ainsi, a 30 °C, la croissance de laprotéines dé. lactis une protéine de paroi
souchehtrA est normale en milieu liquide ; (« penicillin binding protein » qui possede
en milieu solide, cette souche présente de# peptide signal) et une protéine cytoplas-
colonies trés petites, parmi lesquellesnique (Exp5AsNuc est donc tripartite et
quelques gros clones sensibles au chloranexportée) [18].
phénicol (Cnd), probablement des réver-  poyr pouvoir comparer le comportement
tants sauvages (ayant perdu l'insert dans |§ chacune des 3 fusions dans les souches
genehtrA,) peuvent apparaitre [19]. IL1403, htrA*/htrA ou htrA [19], nous les
A partir de 37 °C, a la fois en milieux avons repérées par une immuno-détection.
liquide et solide, la souclhmrA présente un Pour cela, nous avons utilisé des anticorps
défaut de croissance et de viabilité par rapdirigés contre la protéine purifiée NucA, qui
port aux 2 souches isogéniques. Un saut dest la forme obtenue par clivage du propep-
température de 30 °C a 39 °C appliqué &de de la nucléase sauvage NuSdaureus

3.4. La fonction de ménage de Htrf\
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En effet, NucA correspond a la partie C-ter{’exportation d’'un fragment de protéine
minale deA;Nuc (dans lequel la majorité cytoplasmique. Cette étude montre que
du propeptide de Nuc est delétée, sauf lgdtrA | est capable de reconnaitre et de
6 derniers acides aminés, et qui contiendiégrader une protéine exportée de confor-
donc le site de clivage permettant de libéremation anormale.

NucA). Les anticorps anti-NUCA permet-  pyr ajlleurs, nous avons aussi montré que
tent donc de révéler des fragments C-t€lyi A est totalement responsable de la
minaux des fusions qui contiennent la parti‘?iégrgdation d’une protéine hétérologue

NucA. sécrétée, la lipase @taphylococcus hyi-

Dans les souches IL1403mtA*/htrA,  cus L'ensemble de nos résultats montrent
les 3 fusions Usp4BzNuc, NIp4A Nuc — que HtrA assure une fonctipn de ménage
et Exp5AgNuc sont fortement dégradéesen dégradant diverses proteines anormales,
(Fig. 1). Pour Usp4&gNuc et NIp4Ag,  recombinantes ou hétérologues [19]. Dans le
Nuc, on détecte un produit de dégradatiogadre d’une production a visée appliquée,
NucA obtenu par clivage dafsNuc. Le la souchehtrA devrait donc constituer un
fractionnement cellulaire montre que le pro-outil trés utile pour stabiliser des protéines
duit NucA de dégradation d’'UspsNuc  hétérologues.
est partiellement libéré dans le milieu de
c'uI]Efuret, ce qui mdlque qtue Ie|1I |o|r(.)teoILyse 3.5. Le réole de HirA,,
S ETIectue a un niveau extracellulare. Four dans la maturation de protéines
Exp5ANuc, ses formes, et en particulier

S o v naturelles

NucA, ne sont que difficlement détectables,
ce qui reflete une dégradation extrémement Nous avons étudié 'effet de linactivation

importante, voire totale. dehtrA | sur 2 protéines exportées particu-
Dans la souchatrA, les 3 fusions sont liéres, la nucléase Nuc & aureu$20], et

stables (Fig. 1) : on ne détecte plus du toda bactériolysine AcmA dk. lactis[4], qui

les produits de dégradation NucA, et leuisont connues pour subir, dans la souche

disparition s’accompagne de 'augmentaMG1363, une maturation (un clivage spé-

tion concomitante de la quantité des formesifique) par une protéase inconnue [4, 10].

intactes. Cette stabilisation est particuliere- Nyc posséde a la fois un peptide signal et
ment spectaculaire dans le cas d’ExpSun pro-peptide : apres le clivage du premier,
AsNuc, dont la forme intacte n'est présentes|le subit une maturation secondaire du
en quantité que dans la soutti\ (Fig. 1).  second pour donner la forme NucA, non
Ces résultats démontrent que HyRst  seylement che$. aureug20], mais aussi
entiérement responsable de la dégradatioghez divers hotes hétérologues doriaic-
extracellulaire des 3 protéines de fusion s [9]. Nous avons montré que, cHedac-
AsNuc testees [19]. tis, HtrA, est responsable de la maturation

Il est intéressant de noter que, parmi elleglU Pro-peptide de Nuc [19]. Notons que
seule Exp5ANuc ne présente pas d'acti- celu.|—C| a une structure de bra; fJeX|b!e, etce
vité nucléasique dans le contekteA. Cela rgphement partlcull_er pourrait étre a I'ori-
indique que la partie rapporteur de la formélin€ de sa reconnaissance par fitrAlous
Exp5-AgNuc entiére est incapable d’adop-Proposons que Htiasoit impliquee dans la
ter sa conformation active. Le caractére abefhaturation de protéines exportées de
rant du repliement d’ExpBNuc doit étre  L- lactisayant un pro-peptidet que chez
rapproché de lintensité de sa dégradatio- aureusin homologue de HtrA soit res-
par HtrA , dans la souche sauvage, et de |gonsable du clivage du pro-peptide de Nuc.
nature complexe et totalement non physio- AcmA del. lactis est une muramidase
logique de cette fusion tripartite qui permetqui peut provoquer la lyse (autolyse ou lyse
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Figure 1. Immuno-détection des protéines de fusiai,duc dans les contextésrA sauvage ou
mutant. Des souches dérivées d’'IL1403htté\*/htrA ou dehtrA et qui produisent UspNuc

(en haut), NIpAA;Nuc (au milieu), ou ExpB;Nuc (en bas), ont été cultivées jusqu’en phase expo-
nentielle tardive (D@},,0,6-0,8), et des extraits protéiques de culture ont été soumis a une électro-
phorese SDS-PAGE, suivie d’'une immuno-détection avec des anticorps polyclonaux dirigés contre
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par les cellules en présence), et qui posséde 3.6. HtrA |, est 'unique protéase de
un peptide signal et 3 répétitions C-termi- ménage de surface chdz lactis
nales : apres le clivage du premier, ACmA

subit une maturation secondaire, probable- pans tous les cas que nous avons étudiés
ment au nivgau des répétitions, qui ”bér?usqu'a présent, nous avons montré que
2 formes actives [4]. Nous avons montréirp | est entierement responsable de la
que, chez.. lactis HIrA , est nécessaire et hroteolyse des protéines testées, qu'il
suffisante pour la maturation d’ACMA engagisse de la dégradation des protéines de
formes actives [19] ; PrtP n'est pas neécesgsion ou hétérologues, ou de la maturation
saire a cette maturation méme si elle y contrijes protéines naturelles (voir 3.4.2., 3.5. et
bue dans les souches qui la possédent [5]Fig. 1). En effet, dans la souchigA, l'inté-

, . . gralité des produits de protéolyse dispa-
deh :eniigbr:gudveeﬁgsf éﬁ?:?ilctﬁl]tsp) Omuertlgnpfc\)’lig_issent :t I(’jeffettd(;,\ Istabilisa_ltior: tde? prfo—_t
) i . éines est donc total, ce qui est tout a fai
t(?ase HUA : Ia,maturanon specifique de prc?'emarquable par rapport auq ralentissement de

téines exportées naturelles. HtrA pourra|{a rotéolvse obtenu dans 1a Sou e
reconnaitre des confqrmations part[culiéreﬁ,é) coli [¥4] Cela indique que dans la
au sein de ces protéines exportees pot) o 1'1403 de. lactis, HrA,  est la
effectuer leur maturation, et leur confererSeule et unique protéase de sur%:slce [19]
de nouvelles propriétés (localisation, acti- '
vité...). HtrA pourrait ainsi participer &  Ces résultats expérimentaux sont confir-
d'autres fonctions que celle de ménagemés par I'analyse du génome [3] : il n’existe
comme la virulence chez les pathogenes (Nugu'une seule protéase de ménage exportée,
est un facteur de virulence 8eaureus ou  non seulement de la famille HtrA (et cela
la régulation écologique des populations econtrairement a de nombreuses autres
compétition dans le milieu (la bactérioly- espéces bactériennes [16]), mais aussi
sine AcmA est active contre d'autres especes’autres familles. En particulier, il n’existe
queL. lactis, comme les microcoques [4]) pas d’homologues des protéases exportées

[19]. d’'une autre famille que HtrA, que ce soit

la protéine NucA purifiée. Pour UgpgNuc, un fractionnement a été réalisé, et les cellules, ou le milieu

de culture, ou encore la fraction totale (cellules et milieu) sont notés respectivement C, M ou T.
Pour les 2 autres fusions, seule la fraction totale a été étudiée. La protéine NucA purifiée a été dépo-
sée comme contr6le positif dans la piste de droite de chaque gel. On détecte diverses formes pro-
téiques : (i) pre. est le précurseur potentiel d’ldg(s;\luc ou de NIp4ANuc ; (ii) mat. est la forme

mature potentielle obtenue par clivage du peptide signal diJsyiic ou de NIpdA Nuc ; (iii) int.

est la forme intacte d’'ExpBgJ\uc (probablement la forme mature aprés clivage du peptide signal)

et (iv) NucA est le produit de dégradation qui comigre avec la protéine purifiée NucA. Reproduit avec
la permission de Blackwell Science.

Figure 1. Western blotting ofA;Nuc fusion proteins in wild-type and mutdutA contexts. 1L1403,

htrA andhtrA*/htrA strains expressing UshsgNuc (top), NIp4A Nuc (middle), or Exp@gdNuc

(bottom) were submitted to SDS-PAGE and Western Blotting using polyclonal antibodies against puri-
fied NucA. For UspA;Nuc protein extracts were fractionated: T, total fraction (cells plus media),

C, cells fraction and M, medium fraction. For NIAgsNuc and Exp3 Nuc, only total fraction was
studied. For each panel, purified NucA control is in the right-hand lane. Several bands can be detected:
(i) pre. is the putative precursor of UAgNuc or NIp4A Nuc; (ii) mat. is the putative mature

form of UspAgdNuc or NIp4A Nuc, obtained after signal peptide cleavage; (iii) int. is the putative
intact form of ExpSA Nuc (probably the mature form after signal peptide cleavage); and (iv) NucA

is the NucA-size degradation product. Reproduced with the permission of Blackwell Science.



46

celles dE. coliOmpT, OmpP, Prc/Tsp,
SppA/protéase IV, Prtlll et SohB [6]), ou
deB. subtilis(WprA, Apr, NprE, Bpf, Mpr, [
Epr, NprB, et Vpr [13, 16, 17])

Nous proposons que dans le génome de
taille faible deL. lactis (2,5 Mb), I'infor- o
mation génétique de la protéolyse de ménaée]
de surface ait été minimisée au cours de
I'évolution et réduite a un seul géne, celui de
HtrA ;. Ce pourrait aussi étre le cas chef3
d’autres bactéries a Gram-positif a peti 1
génome [19].

4
4. CONCLUSION SUR L'INTERET “
DE LA SOUCHE htrA
DE L. LACTIS POUR PRODUIRE
DES PROTEINES
HETEROLOGUES EXPORTEES -
5
La mise en évidence de I'unicité de
HtrA , en tant que protéase de ménage
surface chet. lactisest particulierement
intéressante d'un point de vue appliqué. En
effet, la mutation unique du géhtA, , chez  [7]
L. lactispermet de stabiliser totalement les
protéines exportées en particulier hétéro-
logues, tout en conservant des propriétés gg
croissance intactes a la température opti-
male de 30 °C. Ainsun systéme de pro-
duction hétérologue basé sur la souche
mutantehtrA deL. lactisdevrait, contrai- g
rement a ceux disponibles chEzcoli et
B. subtilis concilier des exigences de bio-
masse cellulaire et de stabilité protéique, et
donc aboutir a optimiser les rendements, ,
obtenus. Nous pensons que, grace a ce sys-
teme, des applications dans le domaine des
biotechnologies, et en particulier la pro-
duction efficace de protéines hétérologue

exportées a haute valeur ajoutée, pourro 4
étre développées.
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