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Expression protéique, protéome

Caractérisation des facteurs d’hotes affectant
la sécrétion de protéines hétérologues
chezlLactococcus lactis

Philippe LANGELLA, Sébastien NuAILLE, Jacqueline GMMISSAIRE,
Alexander BLOTINE, Alexandra ®@uss Yves LE LoIrR*

Génétique Appliquée, URLGA-INRA, 78352 Jouy-en-Josas Cedex, France

Abstract — Characterization of host factors affecting heterologous protein secretion in
Lactococcus lactisLactococcus lactis the model organism for Lactic Acid Bacteria (LAB) and is

a GRAS bacterium. It is therefore a good candidate for the secretion of heterologous proteins of
therapeutic interest. In order to investigate new potential uses for LAB, we study host factors involved
in the production, the stability and/or the secretion of heterologous protéinadatis Our strategy

uses a random insertional mutagenesis performed.otaatisMG1363 derivative strain carrying
auspnuccassette in its chromosome. Tispnuccassette encodes a hybrid precursor composed of
the signal peptide of the Usp45 secreted protein and the staphylococcal nuclease (Nuc) which is
used here as a reporter protein for the secretion process. Nuc activity of bacterial colonies is readily
detectable in vivo and this provides an efficient screening for the selection of secretion mutants. We
thus selected and analyzed kiXactis mutants affected in Nuc secretion. Five out of the 6 corre-
sponding genes were identified. Three of them seem to be involved in the production and/or secre-
tion of proteins: 2 genes are homologous to unknown peptidases and one is homologous to a gene
located downstream of a transcription regulator. Combination of different strategies should provide
new insight of the secretion procesd.inactisand could result in the construction of secretion
mutants with enhanced capacities.

Lactococcus lacti¢ secretion / heterologous protein / random mutagenesis

Résumé— Lactococcus lactisbactérie lactique modéle, présente une parfaite innocuité hygiénique.

Elle constitue, de ce fait, un bon candidat pour la sécrétion de protéines d’intérét thérapeutique. Une
partie de nos travaux dans ce domaine concerne la caractérisation des facteurs d’héte impliqués dans
la production, la stabilité et/ou la sécrétion de protéines hétérologuek.daetis. La stratégie
employée consiste en une mutagenése par transposition aléatoire sur le chromosome. Cette mutage-
nese est menée sur une souchk. dactisportant une cassettspnudntégrée sur le chromosome.

La cassetteispnuccode pour un précurseur hybride composé du peptide signal d'Usp45, protéine
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sécrétée pdr. lactis, et de la partie mature de la nucléas&@gphylococcus aureiuc) utilisée ici

comme protéine rapporteur de la sécrétion. L'activité de Nuc, facilement détectable in vivo sur les colo-
nies bactériennes, constitue un crible efficace pour la sélection de mutants affectés dans la sécrétion.
Six mutants dé. lactisaffectés dans la sécrétion de Nuc ont ainsi été sélectionnés et analysés. Cinq
des 6 génes correspondants ont été identifiés. Trois semblent particulierement impliqués dans la
production et la sécrétion de protéines : 2 sont homologues a des genes de peptidases inconnues et un
est homologue a un geéne situé dans une région potentiellement régulatrice d’'un facteur de trans-
cription. Différentes approches par mutagenése devraient déboucher sur une meilleure connaissance
de la machinerie de sécrétionlddactiset la construction de mutants hyperproducteurs ou hyper-
sécréteurs.

Lactococcus lacti$ sécrétion / protéine hétérologue / mutagenése aléatoire

1. INTRODUCTION permettent I'arrimage du précurseur a la

membrane et sa prise en charge par le Trans-

locon). Du point de vue de la sécrétion de
rotéines, les lactocoques ne sécrétent en
Uantité détectable qu’une seule protéine,

L’efficacité de sécrétion d’une protéine
dépend de ses caractéristiques intrinséequ
telles que son geptlde signal (PS) et/(.“f sp45, de 45 kgiol! et de fonction incon-
structure, mais également de la capacité e [15]

I'organisme hote a prendre en charge le pré- ' . ,

curseur. Chez les bactéries, différents sys- Pour une meilleure connaissance des fac-
témes interviennent pour assurer la sécrdeurs d’hotes impliqués dans la sécrétion, |
tion des protéines. Certains sont spécifique_%n?,apprOChe par mutagenese aléatoire a ete
d’une protéine (par exemple, couple bactélnitiee au I@boratowe. Ces recherches_ auront
riocine-transporteur ABC), d’autres pren-POUr consequence, sur un plan cognitif, une
nent en charge une grande variété de pr@jenleure,cor]r]alssance dgs génes |mpl|ques
curseurs. C'est le cas de la voie générale NS 1a sécretion de protéines chetactis

sécrétion (VGS) qui assure la sécrétion de Ig4" Un Plan appliqué, elles permettront la
majorité des protéines sécrétées (caractéFOnstruction de mutants hypersecreteurs uti-
sées par un PS en position N-terminale d({SPIes pour la production de protéines
précurseur). Nous nous intéressons a la VG interet.

deLactococcus lactislont peu d’éléments  L'outil employé pour la mutagenese par
ont été identifiés, et ce, en dépit du séqueriransposition aléatoire, pGhost3§ est
cage du génome de lactis[1]. Dix-sept composé d’'un plasmide a replication ther-
et 15 génes de la VGS ont été identifiés regnosensible contenant une séquence d'inser-
pectivement cheEscherichia coliet chez tion (ISS], isolée de.. lactis) capable de
Bacillus subtilis[8, 12]. L’analyse de la S'insérer de maniére aléatoire dans le chro-
séquence du génome Helactisn’a per- mosome [7].

mis l'identification que de 6 de ces facteurs :  L’identification de mutants altérés dans la
deux signal peptidases (qui clivent les PSécrétion est effectuée a I'aide d’une pro-
des précurseurs), deux protéines de la machéine rapporteur de la sécrétion, la nucléase
nerie de sécrétion (SecY, élément du Transte Staphylococcus aure(sluc) [14]. Chez
locon, complexe assurant la translocatiors. aureusNuc est synthétisée sous forme
du précurseur a travers la membrane cytade précurseur (préNuc). Lors de la sécré-
plasmique et SecA qui pilote le précurseution, le P . est clivé et deux formes sécré-
vers le Translocon) et enfin, Ffh et FtsYtées sont détectées : NucB (18,8wa ) et
(éléments du complexe chaperon quNucA (16,5 kgmol~1). NucA résulte du
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clivage protéolytique du propeptide (19 rési-a pour but de : (i) s’affranchir de I'utilisation

dus N-terminaux) de NucB. Les deuxde 2 plasmides et de 2 sélections antibio-

formes sécrétées, Nuc B et A, sont activesiques lors de la mutagenese (le systeme de
Le crible Nuc d’activité nucléolytique Mutagenese aléatoire utilise repose déja sur

permet de détecter in vivo des colonied!n plasmide : pGhost:E8]) et (ii) minimiser
sécrétant plus ou moins Nuc [4—6]. Deda sélection de faux mutants qui seraient
mutants hypersécréteurs apparaitront ento@ffectés dans le nombre de copies du plas-
rés d'un halo intense, et des mutants hypdhide (portant la cassetteic) plutot que
sécréteurs entourés d'un halo faible ou nuklans le processus de sécrétion lui-méme.
Lintégration de pGhost:IS1dans un L@ cassettespnua été intégrée sur le chro-

gene aboutit dans la majorité des cas 930"(;9’|$]l_‘ l%C.UB'S.(Op?;O% de|b|osyn-h
l'inactivation du géne touché, mais elle peut€S€ 9€ istidine, 'gacgl chez la souche
également entrainer sa dérégulation. Cetfd 61363 [3]) par un double crossing-over

mutagenése par insertion aléatoire ne pefFi9: 1). La construction a été contrélée par
met pas d’identifier des génes essentiel@nalyse Southern et hybridation sur 'ADN
Par contre, elle permet une approche alé&lromosomique extrait de la souche. La
toire et lidentification de génes non essen$€cretion de Nuc a eté analysee par Wes-
tiels impliqués dans la production, la stabit€m l?lot'eF immunoréveélation et I'efficacité
lité, le repliement et/ou la sécrétion dede sécrétion (ES) de Nuc (i.e. le rapport
protéines. Aprés sélection du mutant et iderntre les formes matures de Nuc sur la tota-
tification du géne touché, ce systéme perité des formes détectées) a été eévaluée.
met aprés excision du plasmide pGho&ils Comme attendu au vu des résultats déja
d’obtenir un excisant du mutant ne conteobtenus avec des constructions plasmidiques
nant plus que le géne interrompu par unéLe Loir et al., manuscrit en préparation),
ISS1 la souche MG13638jspnu¢ présente une
Les résultats suivants ont été obtenus e S optimale : 'ES est supérieure a 95 % et

combinant le crible Nuc et l'utilisation du " NY @ Pas de precurseur preUspNuc dansla
4 e{ractlon cellulaire. Dans le surnageant, NucB

apparait sous forme d’un doublet qui pour-
rait étre attribué a un site de clivage alternatif
de P%Sp. La séquence protéique de pré-
UspNuc a été soumise a une analyse pré-

2 RESULTATS ET DISCUSSION d'ictive deg sites de clivage de peptides
signaux (site Expasy tools, http: //www.

menée sur la souche HelactisMG1363
[uspnug construite pour ce travail.

2.1. Construction d’'une souche expasy.ch/tools/). Cette analyse ne révele
delL. lactismodifiée gu’un seul site de clivage du 5?5§ et ne
pour la mutagenése permet donc pas d’expliquer la présence du

doublet. NucA, résultant d'un clivage pro-

Nous avons construit une souche dééolytique secondaire de NucB (élimination
L. lactisMG1363 portant, sur son chromo-des 21 résidus N-terminaux), est minoritaire
some, une copie d’un géne hybriggpnuc et détectée sous forme d’'une seule bande
constitué des signaux de transcription, tradans le surnageant. Cette souche est donc
duction et sécrétion du gemsp45et du appropriée pour l'identification de mutants
fragment d’ADN codant pour la partie hyposécréteurs (halo plus petit que celui de
mature de Nuc (NucB, [14]). Le produit dela souche parentale). Nous présenterons ici
ce géne hybride est un précurseur, préUspes premiers résultats obtenus lors d'une
Nuc, composé du peptide signal d’'Usp45mutagenése sur la souche MG1363
(PSysp fusionné a NucB. Cette construction[uspnug.
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2.2. ldentification de mutants altérés 15000 mutants ont été criblés sur leur activité
dans la sécrétion et confirmation nucléolytique et 17 mutants présentent,
des phénotypes Nuc in vivo, une sécrétion de Nuc affectée par

rapport a la souche parentale. L'identification

Une mutagenése aléatoire a été menéies 17 mutants par le crible « bleu/rose »,

sur la souche MG1363§pnug¢. Environ basé sur la taille des halos, dépend de la
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Figure 1. Construction de la souche parentaldéactisMG1363uspnug. La cassetteispnuca été

clonée dans un fragment de chromosomk. d&ctisMG1363 correspondant a la régiois (opéron

de biosynthese de I'histidine, inactif chez MG1363). Le vecteur utilisé est pGhost4, plasmide a répli-
cation thermosensible (rep ts). La construction a été établieLchaetis a 30 °C (température
permissive pour la réplication du pGhost4). Par passage a 37 °C, un événement de recombinaison
homologue par simple crossing-over a été sélectionné (SCO, phénotypetNargthromycine
résistant). Le mutant obtenu est stable a 37 °C. Une culture a 30 °C de ce mutant SCO entraine
I'activation de la réplication du pGhost4 ce qui déstabilise la région d'intégration en générant de
I’ADN simple brin, hautement recombinogéne. Un deuxiéme événement de recombinaison homologue
peut alors intervenir. La structure finale résultant d’'un double crossing-over (DCO) aboutit & un
retour au phénotype sauvage (DCO2) ou a I'obtention du mutant désiré M&Be4{(DCO1, phé-

notype Ery sensible et Ntic

Figure 1. Construction of the parental strainlactisMG1363uspnu¢. Theuspnuccassette was cloned

into a MG1363ischromosomal fragment (non expressed in MG1363) on pGhost4, a thermosensi-
tive vector. The plasmid was introduced.idactis The strain was grown at 30 °C, permissive tem-
perature for pGhost4 replication. A single crossing-over event was selected after growth at 37 °C. The
SCO mutant is then grown at 30 °C where pGhost4 replicates and generates a structure stimulating
homologous recombination through a fragment upstream (DCO2) or downstream (DC@xp-the
nuccassette. The actual mutant resulting from a double crossing-over event is identified BpdNuc

EryS phenotypes.
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capacité des cellules a sécréter Nuc maigvélées par Western, chez M2 ne sont pas
aussi d'autres parametres tels que la taillsignificativement différentes de celles sécré-
de la colonie, sa « vitalité » aprés mutagetées par la souche parentale, alors qu'il avait
nese et/ou la densité des colonies sur lété identifié sur boite comme mutant hyper-
boite. Les Western effectués sur des cukécréteur. Par contre, M2 présente un profil
tures en phase stationnaire des 17 mutandgypique de sécrétion caractérisé par la dis-
ont permis de déterminer que seulemenparition de la bande supérieure du doublet de
6 d’entre eux sont réellement affectés danklucB ce qui peut suggérer I'absence de cli-
la sécrétion de Nuc (Fig. 2). Les phénotypesage alternatif du PS. L'immunorévélation
observés in vivo chez les 11 autres semblewte NucB sous forme d’un singulet (bande
donc étre dus aux limites du crible pouvaninférieure atténuée) observé ici pour M1 n'a
entrainer la sélection de mutants faux posipas été confirmée. Le mutant M1 sécréte
tifs. NucB sous forme d’'un doublet, comme la

souche parentale.
L’analyse par Western des surnageants de

culture a montré que M1, M13 et M14 sont Dans les fractions cellulaires, il y a accu-
hyposécréteurs et que M4 et M9 sont hypemulation de précurseur pour M2 et M9 et,
sécréteurs. Les quantités de Nuc sécrétéefans une moindre mesure pour M4 et M14.

MG1363
[uspnuc]
c s €S8 €CSsS €CSs cs Ccs c s

M1 M2 M4 Mo M13 M14

préUspNuc —» _ —

NucB — - - e - .

NucA —» T i e

Phénotype Nuc observé sur

boite aprés mutagenése. Nuc- Nuc+ Nuc+ Nuc+ Nuc- Nuc-

Figure 2. Confirmation des phénotypes Nuc des 6 mutants identifiés. Les extraits des protéines pré-
sentes dans les fractions cellulaires (C) et dans le milieu de culture (S) en phase stationnaire sont trai-
tés par SDS-PAGE et immunorévélés avec des anticorps anti-Nuc. La souche témoin utilisée est la
souche parentale MG13&&pnu¢ contenant le géne hybridespnucsur le chromosome. Trois

formes de Nuc sont détectées, le précurseur (préUspNuc), et les 2 formes sécrétées : NucB sous
forme d’'un doublet et NucA. Les phénotypes Nuc observés sur boite sont rappelés sous I'immuno-
révélation.

Figure 2. Confirmation of Nuc phenotypes for the 6 identified mutants. Protein samples from cellular
(C) and supernatant (S) fractions of stationary phase cultures were analyzed by immunorevelation on
Western blot after SDS-PAGE. Secretion of Nuc in the 6 mutants was compared to the parental
strain MG1363fispnu¢. Three Nuc forms were detected : the precursor form (preUspNuc) and

2 secreted form NucB (as a doublet) and NucA. Nuc phenotypes observed on Petri plates are given
below the Western blot.
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Ceci suggere une diminution de I'ES de NudNous pouvons ainsi conclure que les phé-
dans ces mutants. Celle-ci n'est probableaotypes Nuc observés sont indépendants de
ment pas liée & la saturation de la machind-antibiotique et de la croissance a 37 °C.
rie de sécrétion consécutive a la surprodud-es souches ainsi obtenues portent une
tion de préUspNuc chez M4 et M9. En effetmutation stable a 30 °C, température opti-
des niveaux de production nettementnale de croissance tlelactis

supérieurs ont déja été obtenus a l'aide de

constructions plasmidiques et aucune accu- o . 3
mulation de préUspNuc n’a été observée 2.4. Identification des genes mutés

(Le Loir et al., manuscrit en préparation). i _ L .
Dans le cas de M2 et M14, 'accumulation L:etape suivante a consisté a |dgn'5|f|er
de précurseur pourrait résulter d’'une mutal® géne dans lequel pGhosBiss'est inte-

tion altérant la biosynthése (ou la réguladré- L'outil de mutagenese utilisé permet
tion) d’'un facteur nécessaire a la sécrétion dg€ cloner chek. coli et de séquencer les
préUspNuc. La forme NucA est détectéd'@gments d’ADN chromosomique adja-
dans la fraction cellulaire des mutants M1C€Nts (cOt&EcaRI et coteHindlll) au site

M4 et M9. Aucune corrélation ne sembled'intégration de pGhost:E&l[7].

exister entre cette présence et le phénotype Le clonage des jonctioficdR| etHindlll

Nuc. a été mené sur les 6 mutants précédemment

Al'exception de M2, I'analyse des Iohé_analysés. Cependant, pour des raisons tech-

notypes par Western a donc confirmé lefolgiuise ('gjgt cdoei| trggﬂ%sgg.eoaﬂlifngu
phénotypes observés avec le test in vivo ré que p - col, J

lisé sur les colonies bactériennes. n'ont pu étre obtenues. Sur les jonctions clo-

nées, la taille de I'insert a été estimée et la

séquence nucléotidique déterminée. Les
2 3. Obtention d’excisants des mutants S€dguences ont été utilisées pour rechercher
des homologies par comparaison avec la

équence du génomelddactis Les résul-

r%ts des homologies, la taille de l'insert, ainsi
de maintenir le plasmide pGhosSEinté- que les .probabilités d’inpertitude de ces
gré sur le chromosome. Ces conditions gomologies sont rassemblés dans le tableau I.
culture constituent un stress pour les mutants Les homologies obtenues permettent de
et empéchent une comparaison directe @fasser les génes touchés dans 2 catégories.
rigoureuse avec la souche parentale (cultivde premiere comprend M9 et M14 touches
& 30 °C et sans antibiotique). Le plasmidé&lans des genes qui ne sont pas directement
pGhost:IS1a donc été excisé des 6 mutant§mpliqués dans la sécrétion mais qui I'affec-
afin de ne conserver que 'S au site tent indirectement a travers des perturba-
d’insertion. Obtenir ces excisants (notés Efions du métabolisme global de la cellule.
revét deux intéréts : (i) s'assurer que la mutd-a seconde catégorie regroupe des genes
tion identifiée n’est ni dépendante de la teminconnus susceptibles d'intervenir dans la
pérature, ni de la résistance a I'antibiotiquéynthese, la maturation ou la sécrétion d’une
et (i) analyser la mutation dans les mémeBprotéine hétérologue (M1, M2 et M4).
conditions que la souche parentale. Le phé-
notype Nuc des excisants, analysé par Wes-
tern (résultats non présentes), sont compa- 2.4.1. Cas de M9, M13 et M14
rables a ceux des mutants correspondants :
E1l, E13 et E14 conservent un phénotype Seuls M9 et M14 ont été identifiés par
Nuc, E4 et E9 un phénotype NUCE2 séquencage de leurs deux jonctions. L’homo-
garde le profil atypique de sécrétion de Nudogie obtenue avec la jonctidtindlll de

Les analyses des mutants s’effectuent
37 °C et en présence d'érythromycine afi
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Tableau I. Recherche d’homologie de séquence chez les génes mutés. Les séquences des jonctions
obtenues ont été comparées a la séquence compléte du génontactie IL1403. P(N) corres-

pond a la probabilité que 'homologie de séquence soit obtenue par erreur. On considére qu’'une
homologie obtenue avec une P(N) supérieure 3 hlest pas significative.

Table I. Homology of the mutated genes. Sequences of the cloned junctions were compared to the
complete genome sequenceé-ofactisIL1403. P(N) is the probability that the homology is obtained
by error. A homology with a P(N) above10is not significant.

Mutant Jonction  Taille de Gene de Homologie P(N)
I'insert (kb) L. lactistouché
M1 EcoRlI 1,2 yahD yxePB. subtilis,peptidase de la famille M40 1§
M2 Hindlll 0,65 yugD yegQ, E. calipeptidase de la famille U32 10
M4 HindllI 1,3 yhfF yorV, C. acetobutylicunprotéine inconnue ot
M9 EcoRl 0,9 kup2 kup, E.coliprotéine de transport du potassium—#£0
HindllI 1,3 kup2 kup, E.coliprotéine de transport du potassium ~80
M13 HindllI 0,9 / Homologies non significatives 0.6
M14 EcoRl 1,3 yreD ptnA, E. colisysteme PTS 18
Hindlll 1 yreD ptnA, E. colisystéme PTS hicg

M13 n’est pas significative et ne peut étreperturbation dans le métabolisme général
prise en compte. Le clonage des jonctionde la cellule aboutissant & une sous-pro-
manquantes est en cours et permettra diiction (ou a la dégradation) de préUsp-
confirmer ou d’identifier (cas de M13) le Nuc.

géne touché.

Les deux jonctions de M9 présentent de 2.4.2. Cas de M1, M2 et M4
I’'homologie avec un géne codant pour une
protéine impliquée dans le transport du Les données de séquence concernant
potassium entre le milieu extérieur et la celM1 établissent une homologie avec le géne
lule. Cette mutation doit affecter le méta-yxePdeB. subtilisqui code pour une pro-
bolisme cellulaire et entrainer, pour des raitéine putative de 380 acides aminés (aa ;
sons non élucidées, une surproduction dé1,6 kgmol™), de fonction inconnue et clas-
préUspNuc aboutissant au phénotypeNucsée dans la famille des peptidases M40 (clas-
précédemment observé. sification Rawlings et Barrett, site expasy
ools, http://www.Expasy.ch/tools/). Cette

M14 est touché dans un géne impliqu mille 1 ntient e Drotéin g
dans le systeme PTS (Phosphoenolpyr griséi € contient aucune proteine carac

vate:carbohydrate phosphotransferase sys:=
tem). Ce systeme, par I'intermédiaire de Concernant M2, les recherches d’homo-
plusieurs enzymes activées par des cascadegies ont montré que le géne potentiel tou-
de phosphorylation, est utilisé par la celluleché,yugD, est homologue au géyegQ
pour choisir la source de carbone la plus’E. coli(P(N) = 1075 qui spécifie une pro-
appropriée lorsque plusieurs sont dispotéine putative de 453 aa (51, 2kt pré-
nibles dans le milieu [11]. M14 présentesentant un motif spécifique des peptidases de
une croissance trés ralentie par rapport ka famille U32 (Rawlings et Barrett, site
la souche parentale. Ces résultats suggéeresxpasy tools, http://mww.Expasy.ch/tools/)
que le phénotype Nucrésulte d’'une quicontient une seule protéine caractérisée,
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PrtC dePorphyromonas gingivaljsavec nucléase Nuc. L'efficacité du test d’activité
une activité collagenase nécessitant un cofagucléolytique (halos rose plus ou moins
teur métallique. L'analyse de la sequencintenses) a permis de cribler rapidement
peptidique de la protéine putative YegQenviron 15 000 colonies et d’identifier
révéle la présence de sites potentiels de phas?z mutants affectés dans la sécrétion de Nuc.
phorylation et prédit une localisation cyto-| es phénotypes Nuc de 6 des 17 mutants
plasmique. La séquence peptidique, déduitgolés ont été confirmés. Ce résultat révéle
deyugD, suggere elle aussi une localisationyne des limites du test puisque I'état phy-
cytoplasmique. L’homologie avec une pepsijologique des colonies aprés mutagenése
tidase peut expliquer les phénotypes obsefeyt biaiser le crible et conduire & sélec-
ves sur la secretion de Nuc chez le mutaiionner des mutants faux positifs. Les don-
M2 : d|spar!t|on d’une_dfes bandes du doub!e,gées de séquence révelent que 2 des
NucB et faible quantité de NucA (la pepti-g mytants sont affectés dans le métabolisme
dase touchée pourrait intervenir dans le cliganara| et non dans des fonctions directe-
vage du PS et le clivage du propeptide)y, o jiges a la production ou a la sécrétion

Cependant, ces 2 clivages interviennenjg nrorsines. Trois autres mutants semblent

%ﬁéesé;iqigfgi'?ﬁcé%l eaxtgglr('ae;\r/gflf Crzl_iouchés dans des genes dont les fonctions
le). - Incomp clap putatives permettent des corrélations plus
diction de localisation cytoplasmique de

directes avec les phénotypes d'altération de

YegQ sauf si f'on envisage une interactio sécrétion de Nuc observés. Aucune homo-
entre YegQ et le translocon. Le clonage dg_ =~~~ =~~~ . PN
gie significative n’a été trouvée pour le

la seconde jonction devrait nous apporte .
. : < . : ﬁiernler, M13.
des informations complémentaires soit e

confirmant que le gene touche est biegQ Il faut & présent caractériser de maniére
soit en révélant une homologle avec un autrgus précise ces génes, notamment en clo-
gene. nant les jonctions manquantes afin de pré-

Les recherches d’homologies ont mon<iser le contexte génétique de l'insertion et
tré que le mutant M4 est touché dans le gérde confirmer les homologies obtenues.

inconnuyhfF, qui est homologue au géne . o
y 9 g g Par ailleurs, nous avons débuté I'analyse

yorV deClostridium acetobutylicuratybaD , . _—
deE. coli, deux génes codant pour des prod utres phénotypes, en particulier pour le
téines putatives de respectivement 129 ggutant M2 yugD) qui semble affecté dans

(15,2 kgmol)) et 149 aa (17.2 ko). 1€ clivage de proteines sécrétées_ tglles que
Les fonctions de ces protéines sont inconNuc: A cet effet, nous avons choisi d'ana-
nues. La seule indication concernant celySer 'activité autolytique sur des extraits
génes est leur localisation dans une région difotéiques issus de I'excisant E2. En effet,
aval d’un facteur de transcription sigmaGACMA, l'autolysine majeure de. lactis est
[13] De par leur position, ces génes pourune protélne extracellulaire subissant pIU'
raient intervenir dans la régulation de la bioSieurs clivages apres translocation chez une
synthése de sigmaG ce qui pourrait avoigouche sauvage de lactocoque [2]. Nos résul-
une action sur le niveau d’expression duats montrent que le mutant E2 produit le
promoteur By, 45 préecurseur d’AcmA dans la fraction cellu-
laire et une forme mature dans le surnageant.
Par contre, les formes issues des clivages
3. CONCLUSION secondaires sont absentes du surnageant.
ET PERSPECTIVES Ceci confirme que E2 est altéré dans sa
capacité a effectuer des clivages protéoly-
Une premiére mutagenése a été mendigues secondaires. Le géne toughgD, ne
sur une souche sécrétant efficacement larésente pas d’homologie avec le giina,
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