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Abstract — Network of regulation of gene transcription of the proteolytic system dfactococcus

lactis. The proteolytic system of lactococci that allows degradation of caseins and proteins of milk is
complex. Milk proteins contain all amino acids necessary for growth of lactic acid bacteria. The
proteolytic system consists of an extracellularly located proteinase, transport systems for di-tripep-
tides and oligopeptides and a multitude of intracellular peptidases. Expression of 13 genes was fol-
lowed by transcriptional fusions in presence of different peptide sources. Transcription of 6 genes is
repressed in media containing peptides and that of 4 geey@s, (pepQprtP andopp-pepObperon)

by dipeptides containing one of the 3 branched amino acids (isoleucine, leucine and valine). Repres-
sion of gene transcription required that regulatory peptides are translocated into the cell and degraded
in amino acids. Cell factors involved in this regulation were identified in derepressed mutants obtained
by random mutagenesis by transposition. DtpT, a di-tripeptides transporter and CodY, homologous
of theBacillus subtilispleiotropic regulator of transcription were the most frequently inactivated
proteinspepG pepNandopp-pepOlranscription is not represseddadYanddtpT mutant. These

genes of the proteolytic system belong to a same regulon since their expression is repressed by CodY
regulator depending on intracellular concentration of branched amino acids or derivative products of
them.

Lactococcus lacti¢ proteolytic system / transcription / regulation

Résumé— Lactococcus lactiposséde un systéme protéolytique complexe pour dégrader les caséines,
protéines majoritaires du lait qui contiennent tous les acides aminés nécessaires a sa croissance. Ce
systeme comprend une protéase de paroi extracellulaire, trois systéemes de transport spécifiques des
di-tripeptides et des oligopeptides et de nombreuses peptidases localisées a I'intérieur de la cellule.
L'influence de la source de peptides sur I'expression de 13 génes de ce systeme a été caractérisée grace
a des fusions transcriptionnelles. La transcription de 6 de ces géenes est réprimée en présence d’'une
source riche en peptides et pour 4 d’entre pagl, pepportP et I'opéronopp-pepOlLpar des dipep-

tides qui contiennent au moins un des trois acides aminés branchés (leucine, isoleucine et valine). Pour
permettre la répression de la transcription, les dipeptides doivent étre transportés et hydrolysés en acides
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aminés dans la cellule. Des facteurs cellulaires impliqués dans la régulation de I'expression de ces dif-
férents génes ont été identifiés dans des mutants déréprimés, obtenus par mutagenése aléatoire par trans-
position. Il s’agit du transporteur des di- et tripeptides (DtpT) et d’'une protéine homologue a la pro-
téine CodY qui est un régulateur pléiotrope de la transcriptioBaeillus subtilis Nous avons

montré que les génespC pepNet I'opéronopp-pepOXonstituent un régulon dont I'expression est
réprimée par CodY en fonction de la concentration intracellulaire en acides aminés branchés ou
d’'un produit de leur catabolisme.

Lactococcus lactig systeme protéolytique / transcription / régulation

1. INTRODUCTION Bien que la plupart des génes codant pour
ces enzymes aient été caractérisés, les études

Lactococcus lactiposseéde un systeme concernant I'expression de ces genes et leur
protéolytique complexe pour dégrader laégulation sont rares chezlactis[1, 3, 5].
caséine et les protéines du lait qui contientes principaux résultats de régulation
nent tous les acides aminés nécessaires adaxpression de ces génes concernent un
croissance. La composition et la concentraseul des composant du systeme protéoly-
tion des acides aminés et des peptides libréigjue, la protéase de paroi. La transcription
du lait ne permettent pas la croissance optidu géne codant pour la protéase extracellu-
male del. lactisqui, de plus, est une bac-laire deL. lactisSK11 est réprimée 10 fois
térie auxotrophe pour plusieurs acides amiguand la concentration en peptides du milieu
nés [2, 15]. Le systéme protéolytique quiaugmente [8]. L'addition de dipeptides spé-
contréle donc la nutrition azotée lddlactis  cifiques a montré que les dipeptides prolyl-
est également impliqué dans le développdeucine et leucylproline répriment la trans-
ment de la saveur et de la flaveur des froeription du geneortP [9]. Le dipeptide
mages par la production de peptides gtrolylleucine pourrait aussi réprimer I'acti-
d’acides aminés, précurseurs d’aromes. vité de PepN et PepX [10].

Les enzymes dk. lactisintervenant Dans ce contexte nous avons caractérisé
dans la protéolyse ont été largement étua régulation de I'expression de la plupart
diées sur le plan biochimique (spécificitédes génes du systeme protéolytique de
de substrat, conditions optimales d’activité)L. lactis Pour cela, nous avons recherché a
permettant ainsi, la caractérisation des prinidentifier a la fois les facteurs environne-
cipales étapes de la dégradation des caséingsentaux et les facteurs cellulaires pouvant
La premiere étape de ce processus eaffecter 'expression des genes codant pour
réalisée par une endoprotéase (PrtP) liéelés composants du systéeme protéolytique de
I’enveloppe bactérienne, qui dégrade lesette bactérie. D’'une part, I'influence de la
protéines du lait en peptides. Ceux-ci, ainssource de peptides a été testée sur I'expres-
que les peptides libres du lait, sont ensuitsion des génes codant pour des enzymes du
transportés dans la cellule par 3 systemesysteme protéolytique. La transcription des
de transport spécifiques (Opp, DtpT egénes codant pour 11 peptidases, pour les
DtpP). Enfin, ces peptides sont hydrolységrotéases de type Pl et Plll ainsi que pour un
en acides aminés par une vingtaine de peples trois systemes de transport de peptides
tidases localisées dans le cytoplasme (Pep#eL. lactisa été étudiée grace a des fusions
PepC, PepF1, PepF2, PepN, PepO1, PepQpanscriptionnelles. D’autre part, dans le but
PepP, PepQ, PepT, PepV, PepX, Pc'identifier des facteurs impliqués dans la
PepDAl, PepDA2, PepM, PepQ) [1, 3, 5régulation de I'expression de ces différents
7, 11]. genes, des mutants dont la transcription n'est
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plus soumise a régulation ont été caractérmMG1363dtpT, pepQtcodY. La caractéri-
sés par une mutagenese aléatoire par trarsation de I'intégration au locus voulu se fait
position. grace a des amorces appropriées par ampli-
fication PCR et par hybridation d’ADN de
type Southern.
2. CONSTRUCTION DES FUSIONS | es mesures d'activité luciférase sont

TRANSCRIPTIONNELLES effectuées sur le luminométre Bertold Lumat
... LB9501. Un millilitre de culture dk. lac-
Quatorze promoteurs ont été fusionnégs est mélangé avecii. de nonaldehyde et
aux genes rapporteurs de la luciférase desmission de lumiére est directement mesu-
Vibrio harveyi(luxAB) sur des vecteurs qui rée. La valeur du pic est ramenée a la
permettent lintégration des fusions sur lepo, . de la culture. L'activité luciférase
chromosome de. lactisMG1363 [5, 6].  est mesurée tout au long de la croissance.
Les 10 promoteurs des génes chromosq-activité luciférase reportée dans les dif-
miquespepP, pepA, pepF2, pepDAL, pepQf¢rentes figures est mesurée a0,,0,4
pepX, pepM, pepT, pepN, peples deux et exprimée en lux/DO [£
de I'opéronopp-pepO116] (PpepOAet
PpepOD ont été amplifiés par PCR a l'aide
d’amorces spécifiques a partir du chromo- 3 EFFET DE LA SOURCE DE

some de la souche tlelactisssp.cremoris PEPTIDES SUR L’EXPRESSION
MG1363. Les promoteurs des génes plas- DES GENES
midiquesprtP1etprtPlll ont été amplifies DE LA PROTEOLYSE

par PCR a l'aide d’amorces spécifiques res-
pectivement a partir des souches de 3.1.Effet de sources riches en peptides
L. lactisssp.cremorisWG2 et SK11.

Les fragments PCR contenant les diffé- L@ transcription des gengepA, pepC,
rents promoteurs ont été clonés en amomePDAL, pepF2, pepM, pepN, pepP, pepQ,
des génelixABqui sont dépourvus de leur PEPT, pepX, prtP1, prtha de l'opéroropp-
propre promoteur, soit dans des plasmideRePOl1a été analysée a l'aide de 14 fusions
intégratifs (pJIM2374, pVar-1) pour ceux qu. Cette analyse_a été menée en m|I|eu' chi-
contenant les promoteurs de génes chrdriquement defini (MCD) lors de la crois-
mosomiques, soit dans un plasmide répliSance des soqches contenant les fusions en
catif (pJIM2366) pour ceux contenant lesPresence de dlffer_entes sources de |,3ept|des.
promoteurs de génes plasmidiques [12]. Les€ MCD [14] contient pour source d'azote

deux vecteurs intégratifs, a réplication condi¥n" mélange de 18 acides aminés suffisant
tionnelle, ont été utilisés pour intégrer lesPOUr a croissance des lactocogues etil a été

fusions transcriptionnelles sur le chromo-SuPPIémente soit par des solutions de casi-
some. Le pJIM2374 permet d’intégrertones (1,5 %), de casa-aminoacides (CAA a
chaque fusion par recombinaison homo4:5 %) ou des dipeptides synthétiques
logue & son locus promoteur dans la Soud{(lgaucylprolllne [LP] et prolylleucine [PL] a
MG1363 [5]. Le pVar-1 qui contient un 1 mmOIL™). Les casitones (80 % peptides,
fragment du facteur sexuel de la MG13630% d'acides aminés) et les CAA (20% pep-
permet de diriger l'intégration dans cet él¢lides, 80 % d'acides aminés) sont respecti-
ment chromosomique [6]. Le facteur sexuel€ment des hydrolysats enzymatique et
est transféré par conjugaison a des taux dide des caseines qui sont les protéines
10-3-10% entre souches de lactocoques [4]Majoritaires du lait.

Ainsi, les fusions intégrées dans le facteur Les mesures luciferases de la fusipe
sexuel a I'aide du pVar-1, ont été transfépOD-lux obtenues aprés croissance bacté-
rées par conjugaison aux souches mutanteenne avec ces différentes sources de
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peptides sont représentées dans la figure téprimé de 7 a 150 fois en présence de casi-
L'expression de cette fusion qui correspondones (Fig. 2). La transcription des génes
a I'expression du premier promoteur depepX, pepM, pepT, pepQ, pepDAL, pepF2,
I'opéronopp-pepOZst maximale en MCD. pepA et pepfen MCD est beaucoup plus
Cette expression est réprimée 45 ; 6,5 ; 4 éible (200 a 20 lux/DO [H). En présence
4.5 fois respectivement par la source de cadile casitones, seule I'expressiorpagXest
tones, la source de CAA, les dipeptides LPéprimée 5 fois. La faible diminution de
et PL (Fig. 1). La source de casitones quiexpression des autres promoteurs en
contient 4 fois plus de peptides que les CAAprésence de casitones (< a 3) ne sera pas
réprime 7 fois plus I'expression de I'opé-considérée comme significative dans cette
ron opp-pepOlque la source de CAA. La étude [5].

répression de la transcription de I'opéron

opp-pepOlest dépendante de la source de

peptides. 3.2. Effet de dipeptides défini

Les fusions avec les 14 autres promo-
teurs ont également une activité plus impor- Pour caractériser les signaux présents
tante en MCD qu’en présence d’'une sourcdans la source de peptides, qui conduisent &
de peptides. Les 14 promoteurs ont ainsi €@ répression de la transcription de ces genes,
classés d'apres le niveau d’expression obt&ous avons caractérisé I'effet de 65 dipep-
nue en MCD sur la figure 2. Les expressiontides sur I'expression de I'opérapp-
les plus fortes en MCD (1 a610% lux/  pepO1 Deux classes de dipeptides ont été
DO [107]) correspondent a celles des génedéfinies d’aprés leur effet sur I'expression de
prtPIl, prtPIIl pepC, pepNet I'opéron la fusion contenant le promoteupdpOD
opp-pepOlLa transcription de ces genesLes dipeptides de la classe 1 n'ont pas
codant pour des protéines ayant un rold’effet sur I'expression de la fusion
important dans I'utilisation de la caséine esPpepOD-luxalors que ceux de la classe 2

10 000

1000

1ux/DO [10%]

100

MCD  MCD+Casitone MCD+CAA MCD+LP  MCD +PL

Figure 1. Activités luciférases de. lactisMG1363 contenant la fusiorpBpOD-luxet cultivé en MCD
seul ou supplémenté avec CAA, casitone ou les dipeptides LP ou PL. Les barres verticales représentent
l'écart type des mesures. L'activité luciférase est mesurég@R@ 0,4 et exprimée en lux/DO [40

Figure 1. Luciferase activities df. lactisMG1363 harboring thegepOD-luxfusion and cultivated

on CDM and on CDM supplemented with CAA, casitone or LP or PL dipeptides. Vertical bars rep-
resent the standard deviation of the measurements. Luciferase activity was measuggg,atDO

0.4 and is expressed in lux/OD F1L.0
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Figure 2. Activités luciférases de. lactisMG1363 contenant les 14 fusidng avec les promoteurs

de genes codant pour des enzymes de systeme protéolygisieellules sont cultivées en MCD (barres
blanches) et MCD avec casitone (barres noires). Les barres verticales représentent I'écart type des
mesures. L'activité luciférase est mesurée §JgQ,= 0.4 et exprimée en lux/DO [30

Figure 2. Luciferase activities of. lactisMG1363 harboring the 14ix fusions with promoters of

genes coding for enzymes of the proteolytic system. Cells were grown in CDM (white bars) and
CDM supplemented with casitone (black bars). Vertical bars represent the standard deviation of the
measurements. Luciferase activity was measured gtJ2(= 0.4 and is expressed in lux/OD §10

répriment 4 a 7 fois I'expression de cettd’expression de I'opéroopp-pepOla été
fusion (Fig. 3) [5]. Parmi les 65 dipeptidescaractérisée dans un mutant de transport des
testés, les 33 dipeptides régulateurs qui répriipeptidesL. lactisposséde 2 systémes de
ment la transcription de I'opeérapp-pepOl  ansport des di-tripeptides, DtpP et DtpT. |l
contiennent un des 3 acides aminés bran; «« yerifig que les dipeptides régulateurs

chés (leucine, isoleucine et valine). Le L et TL n'étaient plus t t6s d
dipeptides non régulateurs ne contiennent N pIUS fransportes dans un
pas d'acides aminés branchés. Les dipeprutantdtpTa linverse du dipeptide LV.
tides régulateurs répriment égalementa fusion epOD-luxa été transférée dans

I'expression des géngepN, pep@tprtP  Un mutanttpTet son expression a été ana-
alors gu'ils n’ont aucun effet régulateur sulysée aprés croissance bactérienne en MCD
la transcription du gerepX[5]. Il est ainsi  supplémenté avec un des 3 dipeptides sui-
possible de définir un régulon contenant legants, TL, KL et LV (Fig. 4A). Ces 3 dipep-
génegepN, pepCprtP etopp-pepOiont  tides répriment 4,5 & 8 fois I'expression de
la transcription est réprimée par les d'pepropéronopp-pepOhans la souche sauvage

tides contenant des ILV. MG1363. Dans le mutamtpT, I'expres-
sion de I'opéroropp-pepOlest toujours
3.3. Le signal régulateur réprimée par le dipeptide LV alors qu’elle ne
est intracellulaire I'est plus par les dipeptides non transportés

KL et TL. Les dipeptides régulateurs exer-

Pour déterminer si les dipeptides régulacent un réle répresseur seulement apres leur
teurs ont une action extra- ou intracellulairegntrée dans la cellule [5].
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Figure 3. Activités luciférases de. lactisMG1363 contenant la fusiorpBpOD-luxet cultivé en MCD

et en MCD supplémenté avec différents dipeptides. L’activité luciférase en MCD est représentée
par une barre noire. En MCD supplémenté avec différents dipeptides, I'activité luciférase minimum

est représentée par les barres blanches et I'activité luciférase maximale est représentée par les barres
grises. La classe 1 est composée des dipeptides suivants : FA, FM, FP, PP, PA, PY, ES, FG, DQ, CG,
WE, HK, RK, TR, YA, MA, HP, WA, DA, DK, PF, MP, SY, SE, AF, FF, PM, AP, AA, TQ, AF, GN.

La classe 2 est composée des dipeptides suivants : AL, LA, LL, LM, LV, FV, PL, VA, VM, VF, VV,

LF, VP, LP, GI, RI, HL, LD, LG, LN, VQ, Al, VL, AV, KL, WL, GV, IN, TL, VS, EV, YL, FL. L'acti-

vité luciférase est mesurée a R, = 0,4 et exprimée en lux/DO [40

Figure 3. Luciferase activities df. lactisMG1363 harboring pepOD-luxfusion and cultivated on

CDM and on CDM supplemented with several dipeptides. Black bar represents luciferase activity in
CDM. In CDM supplemented with several dipeptides, white bars represent the minimum of luciferase
activity and grey bars represent the maximum of luciferase activity. Vertical bars represent the stan-
dard deviation of the measurements. Dipeptides of class 1: FA, FM, FP, PP, PA, PY, ES, FG, DQ, CG,
WE, HK, RK, TR, YA, MA, HP, WA, DA, DK, PF, MP, SY, SE, AF, FF, PM, AP, AA, TQ, AF, GN.
Dipeptides of class 2 : AL, LA, LL, LM, LV, FV, PL, VA, VM, VF, VV, LF, VP, LP, GI, RI, HL, LD,

LG, LN, VQ, Al, VL, AV, KL, WL, GV, IN, TL, VS, EV, YL, FL. Luciferase activity was measured

at DOyy,,= 0.4 and is expressed in lux/OD 1.0

3.4. Le signal régulateur type X-Pro. Il a été vérifieé que les dipep-
est un produit de dégradation tides régulateurs LP et VP ne sont plus
des dipeptides hydrolysés dans le mutgmepQa l'inverse

du dipeptide PL. L’expression de la fusion

Pour déterminer si le signal intracellu-PpepOD-luxtransférée dans le mutgrepQ
laire de répression de la transcription est leg €t€ analysée apres croissance bactérienne
dipeptides ou un des produits de leur cate&én MCD supplémenté avec un des trois
bolisme, I'expression de I'opéraspp- dipeptides LP, VP ou PL (Fig. 4B). Ces
pepOla été caractérisée dans un mutardipeptides répriment 8 & 8,5 fois I'expression
pepQincapable de dégrader certains dipepde 'opéronopp-pepOHans la souche sau-
tides. Ched.. lactis, la dipeptidase PepQ vage MG1363. Chez un mutapepQ
dégrade spécifiqguement les dipeptides deexpression de I'opérowpp-pepOlest
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Figure 4. Activités luciférases de. lactisMG1363 et des souches mutandgsT (A), pepQet

codY(B) contenant la fusionf@pOD-luxLes cellules ont été cultivées en MCD et MCD supplémenté
avec différents dipeptides. Les barres verticales représentent I'écart type des mesures. L'activité
luciférase est mesuree a R, .= 0,4 et exprimée en lux/DO [@o

Figure 4. Luciferase activities oE. lactisMG1363 and mutant strairtpT (A), pepQand
codY(B) harboring the pepOD-luxfusion. Cells were grown on CDM and CDM supplemented
with different dipeptides. Vertical bars represent the standard deviation of the measurements. Luci-
ferase activity was measured at Q) = 0.4 and is expressed in lux/OD flo

toujours réprimée par le dipeptide PL alors 4. RECHERCHE DE COMPOSANTS
gu’elle ne I'est plus par les dipeptides LP CELLULAIRES IMPLIQUES

et VP qui ne sont pas hydrolysés. Les dipep-  DANS LA REGULATION

tides non hydrolysés dans le mutaepQ PAR LES PEPTIDES DU MILIEU

n'ont plus d’effet répresseur ce qui indique

que les dipeptides n'ont pas un role répres- Dans le but d’identifier des protéines
seur par eux-mémes. Un produit du catabdmpliquées dans la régulation de I'expres-
lisme des peptides régulateurs réprime donsion de ces différents génes, une mutagenese
la transcription de I'opéroopp-pepO15]. aléatoire par transposition a été effectuée.
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Elle a permis d’identifier des mutants dontpour des enzymes clés de la nutrition azotée
I'expression de I'opéronpp-pepOlst for- en lait telles que I'endoprotéase PrtP, les
tement déréprimée lors de la croissance ehaminopeptidases générales PepN et PepC,
présence d’'une source de peptides. Cd®ndopeptidase PepO1l et le systeme de
mutants présentent des insertions dans 8 locansport des oligopeptides Opp. L'étude
chromosomiques différents ; 20 % d’entresystématique de peptides régulateurs a révélé
eux présentent une insertion du transposaiue des dipeptides contenant un des 3 acides
dans le gendtpT confirmant ainsi I'impor- aminés branchés, I'isoleucine, la leucine et
tance du transport des dipeptides dans ceti@ valine (ILV), réprimaient la transcription
régulation ; 36 % des mutants présenterdes geneprtP, pepG pepNetopp-pepO1.

une insertion du transposon dans un geriee plus, I'entrée des dipeptides dans la cel-
dont le produit présente 48 % d'identité avedule puis leur dégradation est nécessaire pour
la protéine CodY d@&. subtilis,un régula- qu’ils exercent leur effet répresseur sur la
teur pléiotrope de la transcription. Chezranscription de ces génes. Ce travail per-
B. subtilis,la protéine CodY est impliquée met de définir un nouveau régulon chez
dans la répression de la transcription d’'uné. lactis,comprenant au moins 4 genes du
dizaine de genes dont I'opérdppcodant  systéme protéolytique dont I'expression est
pour le systéme de transport des dipeptiréprimée en présence des produits de dégra-
des [13]. dation des peptides contenant des ILV.

La fusion epOD-luxa été transférée L’expression des génes de ce régulon serait
dans le mutarttodYet son expression a été"€Primée par la protéine CodY.

analysée apres croissance bactérienne en \gnsemple de ces résultats nous permet
MCD supplémenté avec un dlp_ept|dg PLye proposer un modele de régulation des
LP ou VP (Fig. 4B). Ces dipeptides répri-ganag gy régulon de lactiscodant pour des
ment de 8 a 8,5 fois I'expression de I'opéro nzymes du systéme protéolytique (Fig. 5).
opp-pepOHans la souche sauvage MG1363p 505 ce modéle, DtpT, en transportant les
Dans un mutam?dY, ! expre'ss[on,de Fope- peptides contenant des ILV, interviendrait
ronlopp—pepOJn est plus reprimee par c,es donc indirectement en modulant la concen-
3 dipeptides. Ces résultats montrent d'ung -1 cytoplasmique en ILV. La protéine

part qdue Ial prgtelne_Congest b'e“_'”_‘p"'(%)dv aurait un role régulateur direct par
quée dans la répression de la transcription d& | gie & son homologue présent chez

I’op?r_onoppl-lplepO]%'E d’%utre pa_rt,,qug le 5 'subtilis Son activité de répresseur de la
pool intracellulaire d'acides amines bran-y,,qerintion serait modulée en fonction de
chés ou un produit de leur catabolisme pouly prasence d'acides aminés branchés intra-
rLa,ut moduler Idacnv[te de ccette prﬁte'ne'cellulaires ou de produits de leur dégrada-
_expression des gengmpCetpepNest o, cette régulation pourrait permettre
également controlée par la protéine COde’adapter de maniére coordonnée I'expres-
sion des genes impliqués dans I'assimila-

i i lait.
5 CONCLUSION tion des protéines du lait

De plus, des études préliminaires menées

Les résultats de cette étude nous ont pesur I'expression des génes du régulon lors de
mis de mettre en évidence que I'expressionroissances bactériennes en lait sont en
des geneprtPl, prtPlll, pepG pepN, pepX accord avec le modele présenté ci-dessus.
etopp-pepOlest diminuée d’'un facteur 5 En effet, durant la phase exponentielle de
a 150 par la présence de peptides dans ¢eoissance en lait, les activités luciferases

milieu alors que celle des 7 autres géenes tesiesurées sont identiques a celles obtenues
tés n'est pas ou peu affectée. Les génes doert MCD alors que durant la phase station-
I'expression est soumise a régulation, codemtaire, les activités luciferases mesurées sont
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Figure 5. Modéle présentant la régulation de I'expression des génes du régulon protéolytique de

L. lactis.

Figure 5. Model of regulation of gene expression belonging to the proteolytic regulonaattis.

diminuées d’'un facteur 2 a 3. Il peut étredonc étre utilisées avantageusement dans
envisagé qu’en début de croissance bactéertaines fabrications fromageéres. L'aug-
rienne, le milieu lait est pauvre en peptidesnentation des activités peptidolytique et
et 'expression des genes du régulon egirotéolytique d’'une souche pourrait per-
maximale. Lors de la dégradation desnettre d’améliorer I'affinage de certains
caséines, le milieu s’enrichit en peptides efromages et ainsi de modifier leur saveur et
ceux-ci alimentent le pool intracellulaire leur flaveur.

des acides aminés branchés ou d’un produit
de leur dégradation, qui serait le signal intra-
cellulaire d’une abondance en peptides du
milieu. Dans ces conditions, I'expression
des genes du régulon serait réprimée pélr]
CodY et cette régulation coordonnée per-
mettrait donc d’adapter I'expression du régu-
lon en fonction des besoins cellulaires. 2]

En principe, chez un mutanbdy, les
activités peptidolytique et protéolytique nel3l
sont plus réprimées par les peptides issus
des caséines. De telles souches pourraient

REFERENCES

Bolotin A., Mauger S., Malarme K., Ehrlich
S.D., Sorokin A., Low-redundancy sequencing
of the entird_actococcus lactif 1403 genome,
Antonie van Leeuwenhoek 76 (1999) 27-76.

Chopin A., Organization and regulation of genes
for amino acid biosynthesis in lactic acid bac-
teria, FEMS Microbiol. Rev. 12 (1993) 21-37.
Christensen J.E., Dudley E.G., Pederson J.A.,
Steele J.L., Peptidases and amino acid
catabolism in lactic acid bacteria, Antonie van
Leeuwenhoek 76 (1999) 217-246.



74

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]

(9]

E. Guédon et al.

Godon J.J., Pillidge C.J., Jury K., Gasson M.J.[10]
Caractérisation d’'un élément conjugatif origi-

nal : le facteur sexuel dexctococcus lactig12,

Lait 76 (1996) 41-49.

Guédon E., Régulation de I'expression des géneflL1]
codant pour les composants du systéme protéo-
lytique chez_actococus lactisThése de Doc-

torat de I'université d’Orsay, 2000.

Guédon E., Renault P., Ehrlich S.D., Delorme[12]
C., Evaluation de la diversité de I'expression
génétique chez les lactocoques : développement
d’'un outil et son application aux peptidases, Sci.
Aliment 20 (2000) 55-62. [13]

Kunji E.R., Mierau I., Hagting A., Poolman B.,
Konings W.N., The proteolytic systems of lac-
tic acid bacteria, Antonie van Leeuwenhoek 70
(1996) 187-221.

Marugg J.D., Meijer W., van Kranenburg R.,
Laverman P., Bruinenberg P.G., de Vos W.M.,
Medium-dependent regulation of proteinase
gene expression lractococcus lactiscontrol of
transcription initiation by specific dipeptides, [15]
J. Bacteriol. 177 (1995) 2982—-2989.

Marugg J.D., van Kranenburg R., Laverman P.,
Rutten G.A., de Vos W.M., Identical transcrip- [16]
tional control of the divergently transcribpdP
andprtM genes that are required for proteinase
production inLactococcus lactiSK11, J. Bac-

teriol. 178 (1996) 1525-1531.

[14]

Meijer W., Marugg J.D., Hugenholtz J., Regu-
lation of proteolytic enzyme activity ibacto-
coccus lactisAppl. Environ. Microbiol. 62
(1996) 156-161.

Pritchard G.G., Coolbear T., The physiology
and biochemistry of the proteolytic system in
lactic acid bacteria, FEMS Microbiol. Rev. 12
(1993) 179-206.

Renault P., Corthier G., Goupil N., Delorme C.,
Ehrlich S.D., Plasmid vectors for Gram-posi-
tive bacteria switching from high to low copy
number, Gene 183 (1996) 175-182.

Serror P., Sonenshein A.L., Interaction of CodY,
a novelBacillus subtilisDNA-binding protein,
with thedpppromoter region, Mol. Microbiol.
20 (1996) 843-852.

Sissler M., Delorme C., Bond J., Ehrlich S.D.,
Renault P., Francklyn C., An aminoacyl-tRNA
synthetase paralog with a catalytic role in histi-
dine biosynthesis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
96 (1999) 8985-8990.

Thomas T.D., Mills O.E., Proteolytic enzymes
of starter bacteria, Neth. Milk Dairy J. 35 (1981)
255-273.

Tynkkynen S., Buist G., Kunji E., Kok J.,
Poolman B., Venema G., Haandrikman A.,
Genetic and biochemical characterization of the
oligopeptide transport system béctococcus
lactis, J. Bacteriol. 175 (1993) 7523-7532.

To access this journal online:
www.edpsciences.org




