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RESUME

La lactococcine B (InB) est une bactériocine de 47
résidus d acides aminés, hydrophobe et positivement
chargée. Produite par la souche Lactococcus lactis
ssp. cremoris 9B4, elle est active exclusivement sur
les lactocoques. Afin d'étudier son activité biologi-
que, nous avons produil la lactococcine B synthéti-
que (InBs), obtenue par synthese chimique en phase
solide selon la stratégie Fmoc, qui sest avérée
conforme au peptide naturel. Afin d'obtenir lanalo-
gue (7-47)LnBst, tronqué et délété des résidus 1 a 6
du coté N-terminal, un prélevement de la peptidyl-
résine a 616 réalisé apres la 41°™ élape de lassem-
blage de LnBs. Lanalogue (7-47)LnBst ainsi produit
ne monire aucune activité antibactérienne sur les
souches indicatrices. Ce résultat suggere fortement
que la partie N-terminale de InB, particulierement
les six premiers acides aminés, se révéle essentielle
dans lactivité de celte bactériocine.

Mots clés: Bactériocines, lactococcine B, Lactococcuts
lactis ssp. cremoris, synthese peptidique, analogues
peptidiques tronqués.

SUMMARY

The lactococcin B (LnB) is a hydrophobic, positively
charged bacleriocin, produced by Laclococcus lactis
ssp. cremoris 9B4. It consists of a peptidic chain
made up of 47 amino acid residues, and inhibils
Lactococcus exclusively. In order to study its biologi-
cal activity, a synthetic lactococcin B (InBs) was
obtained by solid-phase chemical synihesis using a
Fmoc strategy. LnBs was shown 1o be indistinguisha-
ble from the natural peptide. In addition, a synthetic
(7-47)InBst analogue was obtained by withdrawal
of peptidyl-resin after the 41 cycle of InBs peptide
chain assembly. The synthetic N-terminal truncated
(7-47)LnBst analogue was found to be inactive on
indicator strains. Our resulls strongly suggest that
the first six N-terminal amino acid residues are
involved in the bactericidal activity of InB.

Key words: Bacteriocins, lactococcin B, Lactococcus
lactis ssp. cremoris, chemical peptide synthesis,
truncated peptide analogues.
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INTRODUCTION

Les bactéries lactiques sont connues pour leur
aptitude a produire différents composés antibacté-
riens, qui leur permettent, selon toute vraisem-
blance, de se développer préférentiellement dans
divers écosystemes !. Parmi les substances synthé-
tisées figurent les bactériocines, de nature protéi-
que 23 4567 Ces dernieres font I'objet d'une
attention toute particuliere, depuis une dizaine
d’années, en raison de l'intérét, tant fondamental
quappliqué, qu'elles suscitent dans le domaine de
la protection contre les infections bactériennes.
Produites par plusieurs especes, leur spectre d’ac-
tion est plutot étroit, limité aux especes taxonomi-
quement proches du producteur, mais il s‘étend
quelquefois vers des bactéries plus éloignées ® °.
Etant donné quelle est dotée d’une immunité,
la souche productrice se protege contre sa propre
bactériocine en synthétisant une protéine qualifi¢e
‘de protéine immunité 1. Une fois synthétisées, les
bactériocines se retrouvent dans le milieu extracel-
lulaire via un mécanisme mettant en jeu des molé-
cules spécifiques. Lanalyse des déterminants géné-
tiques de ces bactériocines montre, dans la plupart
des cas, la présence d'un gene de transport de type
ABC, associé¢ a un gene codant une protéine acces-
soire !! Leur structure primaire a permis de définir
trois classes se distinguant par la taille et par le fait
que ces bactériocines ont subi ou non des modifica-
tions post-traductionnelles. La classe I comporte
des petites bactériocines, les lantibiotiques, trou-
vés non seulement chez les bactéries lactiques,
mais également chez de nombreuses autres bacté-
ries a Gram positif. Ces bactériocines comportent
un nombre variable d’acides aminés modifiés, tels
que les lanthionines et les méthyllanthionines. Les
prototypes sont les nisines A% et Z 12 produites par
Lactococcus lactis, ou encore la lacticine 481 4,

La classe II comprend une plus grande variété de
structures, ce qui a rendu nécessaire la création de
plusieurs sous-groupes > 1°, Les bactériocines de
la sous-classe Ila possedent en commun, d'une
part, d’étre de taille réduite (masse moléculaire
inférieure a 10 kDa) et, d’autre part, de posséder
une activité anti-Listeria, a Uinstar de la Pédiocine
PA-17) la plus anciennement connue. Grice 2 la
détermination de certaines de leurs séquences, il a
¢té mis en évidence un motif structural commun a
toutes les bactériocines appartenant a cette classe.
Il s'agit de 'enchainement d’acides aminés suivant:

YGNGVXC (ou X est un acide aminé quelconque),
localisé au voisinage de l'extrémité NH,.

Les bactériocines de la sous-classe IIb ont pour
trait commun la nécessité de I'association de plus
d'un peptide pour constituer un ensemble biologi-
quement actif. La lacticine F, ainsi que diverses
lactococcines, entrent dans cette catégorie '8,

Les bactériocines de la sous-classe Ilc, moins
étudiées que les précédentes, comprennent les
bactériocines activées par les thiols, comme
la lactococcine B ¥, tandis quentrent dans la sous-
classe IId toutes les bactériocines non apparentées
aux précédentes, 4 linstar de la divergicine A 2.
La classe 1T a été créée pour rassembler les
bactériocines de taille supérieure a 10 kDa, comme
I'helvéticine J*!. Le mode d’action des bactériocines
a été analysé et différents modeles ont été proposés
pour expliquer la perforation des membranes des
cellules-cibles de ces bactériocines lactiques, qui
paraissent, en général, agir de facon similaire 22,
La lactococcine B (LnB) est une petite bactérioci-
ne, produite par la souche Lactococcus lactis ssp.
cremoris 9B4. Elle est non-modifiée de maniere
post-traductionnelle, plutot hydrophobe, positive-
ment chargée et représente la classe Tic . Cette
molécule a fait l'objet de quelques travaux de biolo-
gie moléculaire, qui ont abouti, entre autres, a
lidentification de ses déterminants génétiques.
Pour sa biosynthese, seulement quatre genes sont
suffisants : le gene structural lenB, le géne InciB,
qui code pour la protéine d'immunité, et les genes
lenC et lenD qui sont impliqués dans le transport
et la maturation du peptide immature.

Tout comme la lactococcine A, bactériocine pro-
duite par la méme bactérie en méme temps que
la lactococcine M % la lactococcine B provoque
la perte dions, d'acides aminés et de glutamates
qui suit la formation de pores. Contrairement a
d’autres bactériocines, la formation de ces pores se
produit indépendamment du voltage de la mem-
brane. De plus, la taille des pores, bien quinfé-
rieure 2 celle des pores produits par les lantibioti-
ques, est proportionnelle a la concentration de
bactériocine dans le milieu 2. Dans ce travail, nous
nous sommes intéressés a cette bactériocine LnB
dans le but d’'une meilleure compréhension de la
relation entre sa structure et sa fonction et nous
avons procédé a sa production par syntheése pepti-
dique en phase solide (SPPS), stratégie de plus en
plus utilisée dans les études des bactériocines 2> 2.
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Toujours dans cet esprit, nous avons synthétisé
également un analogue de LnB, par délétion de
quelques résidus d’acides aminés situés a son
extrémité N-terminale. Ainsi, nous avons produit
une quantité non limitante de la lactococcine B
synthétique et de son analogue délété, et détermi-
né ensuite les propriétés physicochimique et biolo-
gique de chaque peptide.

MATERIEL ET METHODES

Matériel

Les acides aminés protégés sur leur fonction amine
par le dérivé fluorényl méthyloxycarbonyl (Fmoc-
AA), la résine 4-hydroxy-méthylphényloxy (HMP) et
les réactifs de couplage utilisés pendant I'assem-
blage de peptide, ont ét¢ achetés chez Perkin-
Elmer. Les solvants utilisés en chromatographie
liquide haute pression, ainsi que l'acide trifluoroa-
cétique (TFA) utilisés pour le clivage de la peptidyl-
résine, ont été fournis par SDS (Peypin, France).
Les souches Lactococcus lactis ssp. lactis 1L1403 7/,
Lactococcus lactis ssp. cremoris SK112 (INRA) et
Lactococcus lactis ssp. lactis 11 454 (ATCC 11 454)
sont les bactéries indicatrices qui ont été utilisées
dans le présent travail.

Synthése chimique

La lactococcine B (LnB) comporte 47 résidus d’aci-
des aminés (Figure 1) et possede son extrémité
C-terminale non-amidée. Elle a été produite chimi-
quement par la méthode de synthese peptidique en
phase solide %. La stratégie Fmoc a été adoptée, en
utilisant un synthétiseur automatique de peptides
(modele 433A, Applied Biosystems, Foster City, CA,
Etats-Unis). La chaine peptidique a été assemblée
par étapes sur 0.25 mmol d’une résine HMP (0.7meq
de groupe amine/g), en utilisant 1.0 mmol
des dérivés Fmoc-AA %,

Les groupements protecteurs des chaines laté-
rales des résidus d'acides aminés trifonctionnels
étaient : trityl- pour Cys, His et Gln, tert-butyl- pour
Ser, Thr, Tyr, Asp et Glu, penta-méthylchroman-

10 20
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LnB
LnBst

pour Arg, tert-butyloxycarbonyl- pour Lys et Trp.
Tout d'abord, 1.0mmol de Fmoc-histidine a été acti-
vé avec 1.5mmol de NN'-dicyclohexylcarbo-diimide
contenu dans 0.5ml de diméthylformamide (DMF),
en présence de 0.22mmol de 4-diméthylaminopyri-
dine dans 2.2ml de N-méthylpyrrolidone (NMP), et
couplé a 0.25mmol (0.36g) de résine type Wang
HMP, fonctionnalisée a 0.7mmol de fonction amine/g.
Les éventuels groupes hydroxyles fonctionnels rési-
duels ont été ensuite bloqués en mettant la résine en
présence de 1.0mmol d'anhydride benzoique en
solution dans 2.1ml de NMP, selon Sieber .
L'assemblage des 47 résidus, selon 47 cycles, a été
effectué totalementa partir de 'extrémité C-terminale
vers I'extrémité N-terminale. Chaque cycle d’assem-
blage d’un AA était constitué des étapes suivantes:
déprotection, lavage, couplage, lavage.

Pour chacun des cycles de synthese suivants, les
fonctions N-ai-amines ont été déprotégées par l'enle-
vement des groupements Fmoc, obtenu par traite-
ment de la résine, d'abord par de la pipéridine a 18 %
dans la NMP pendant 3 min, puis a 20 % pendant 8
min. Ensuite, la peptidyl-résine était lavée 5 fois pen-
dant Imin par la NMP et le dérivé FMOC de l'acide
aminé suivant (1.0mmol, soit un "exces" théorique
de 4 fois), une fois activé, était couplé a la peptidyl-
résine, déprotégée sur sa fonction a-amine, pendant
20min sous forme d'un ester activé de I'hydroxyben-
zotriazole. Le dérivé FMOC activé était obtenu, a
chaque étape, par activation par des quantités équi-
molaires (1.0mmol) d'hexafluoro-phosphatede2-
(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3 3-tétraméthyluronium,
et de N,N-diisopropyléthy-lamine, le tout en solution
dans 2.5ml d'un mélange de NMP/DMF (1:5 v/v).
Apres enlevement du groupement Fmoc du résidu en
N-terminal, la peptidyl-résine a été séchée complete-
ment et pesée. Une quantité égale a environ 1.2g a
été traitée, sous agitation, par un mélange d'acide
trifluoroacétique (TFA)/eau/thioanisole/éthanedi-
thiol (88:5:5:2 v/v), en présence de 2.0g de phénol,
dans un volume final équivalent a 30ml/g de peptide-
résine, pendant 25h, a température ambiante.

30 40

*

*

*

SLOYVMSAGPYTWYKDTRTGKTICKQTIDTASYTFGVMAEGWGKTFH
SAGPYTWYKDTRTGKTICKQTIDTASYTFGVMAEGWGKTFH

Figure 1. Alignement des séquences de la lactococcine B (InBs) et de son analogue (LnBst). Le résidu de cystéine 24,
ainsi que I'bexapeptide N-terminal SLQY VM, ont été soulignés.
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Apres la réaction de clivage, le mélange a été ensuite
filtré pour enlever la résine, le filtrat a été précipité
par l'éther éthylique a 0°C, centrifugé (3000g pen-
dant 10min), et le précipité lavé 3 fois dans le méme
milieu a froid. Le peptide obtenu au final (950mg) a
été dissous dans l'eau et lyophilisé. Six résidus avant
la fin de la synthese et apres départ du groupement
Fmoc, une partie de la peptidyl-résine (400mg) a été
soutirée et soumise directemant a la procédure de
clivage décrite ci-dessus pour la molécule complete,
afin d'obtenir une molécule synthétique de 41 rési-
dus: la LnBst délétée des résidus 1-6 (SLQYVM) ou
encore (7-47) LnBst. Une partie de chaque peptide
brut synthétique (40mg) a été prélevée et mise a
oxyder a I'air pendant 48 heures dans un tampon 0.2
M tris/HCl (pH 8).

Purification et caractérisation physicho-
chimique des peptides synthétiques

Les peptides bruts ont été repris dans I'eau (50mg
dans 20ml) et une partie aliquote de 200wl (500ug)
de chacun des peptides a été prélevée et analysée
par CLHP analytique, selon un gradient de 0 a 60 %
d’acétonitrile (ACN)/0.1% de TFA, dans l'eau/0.1%
de TFA, en 40min. Les profils CLHP analytiques
obtenus devaient permettre de prévoir, d’apres les
temps de rétention observés, quels gradients
devaient étre utilisés pour une CLHP semi-
préparative. Ainsi, selon les profils danalyses
obtenus, nous avons procédé a une purification sur
CLHP semi-préparative selon un gradient de 0% a 80
% d'ACN (0.1 % TFA) en 80 minutes. Cela a permis
de purifier la quantité totale de la LnBs dissoute au
départ dans I'eau. Les échantillons d'intérét récoltés
ont été lyophilisés et analysés par la suite pour
vérifier leurhomogénéité. Pour cela, des échantillons
de la LnBs purifiée et de son analogue structural
délété de son extrémité N-terminale (LnBst) ont été
analysés par: (i) CLHP en phase reverse: colonne
C18 (Merck, Chromolith RP18, 5um, 100 x 4.6 mm)
utilisant un gradient linéaire de 0% a 60% du tampon
B [0.08% (v/v) TFA/acétonitrile] dans un tampon A
[0.1% (v/v) TFA/H20)] avec un débit de Iml/min. (ii)
analyse d’acides aminés apres hydrolyse acide (6 N
HCI/2% phénol (w/v), 20h et 70h, 110°C) effectu¢e
sur un auto-analyseur dacides aminés 6300
Beckman. (iii) spectrométric de masse sur
spectrometre MALDI-TOF. Les échantillons, de
quelques picomoles, ont été déposés entre deux
couches de matrice (I'acide cyano-4 hydroxycin-

namique) sur une plaque en acier inoxydable. (iv)
séquencage d'Edman utilisant un séquenceur
automatique Applied Biosystems 476A.

Caractérisation biologique

Les souches bactériennes ont été mises a croitre
dans le milieu M17, a 30°C. Les peptides synthéti-
ques LnB et son analogue LnBst ont été testés pour
leur activité sur les bactéries indicatrices, par la
méthode de diffusion des puits 3!, dont le principe
repose sur les propriétés de diffusion des composés
antibactériens a travers un milieu gélosé. Dans 20ml
de milieu gélosé préalablement ensemencé avec la
souche cible, des puits de 6mm ont été creusés a
l'aide d’un tube a hémolyse. Dans chaque puits a été
déposé 200ul de solution peptidique a tester, a dif-
férentes concentrations et 'inhibition de croissance
du tapis bactérien autour des puits a été observée
apres 18 h d'incubation a 30°C. La mesure de leffet
de la substance active était définie comme l'inverse
de la plus grande dilution montrant une zone d'inhi-
bition de la souche indicatrice. Elle est donc expri-
mée en unité arbitraire par millilitre (UA/ml).

Prédiction de structures secondaires

La séquence peptidique de la LnB a été soumise a des
serveurs web de prédiction de parties non-structu-
rées des protéines: DisEMBL (http:/dis.embl.de/) 32
et GlobPlot (http:/globplotembl.de/) ¥ ces deux
serveurs effectuent ces prédictions selon deux algo-
rithmes indépendants. Par ailleurs, cette séquence
a €té soumise a une analyse de prédiction de struc-
tures secondaires sur le serveur PredictProtein
(http://www.predictprotein.org) 3. Les parameétres
par défaut ont été appliqués.

RESULTATS
Synthése peptidique en phase solide de
LnBs et LnBst

* Assemblage
La lactococcine B (LnBs) est un polypeptide a extré-
mité C-terminale carboxylique, constitué¢ de 47 rési-
dus d'acides aminés et possédant une demi-cystine
A la position 2. Lanalogue structural LnBst présente
la séquence primaire de LnB native, tronquée des six
premiers résidus du coté N-terminal. Les séquences
de LnB et de son analogue (LnBst) sont représentées
dans la figure 1. La stratégie Fmoc a été employée
pour la synthese peptidique en phase solide de la
bactériocine LnBs et de son analogue LnBst.
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La résine HMP, utilisée ici, est couramment employée
dans l'assemblage des peptides a extrémité
C-terminale de type carboxylique. Elle répond, en
effet, aux criteres définis par Péquipe de Merrifield .
La réaction d’estérification entre 'HMP et le premier
acide aminé (His) a été catalysée par la 4-diméthya-
minopyridine (DMAP) 3. Cependant, 2 cause d'un
rendement de couplage incomplet toujours observé
lors de l'utilisation de cette résine, un blocage des
groupements fonctionnels restés libre est nécessaire
apres I'assemblage du premier résidu d’acide aminé
du coté C-terminal. En outre, nous avons systémati-
quement effectué un double-couplage au niveau de
certains résidus dacide aminés présentant des
encombrements stériques importants, tels que Leu,
Ile, Met, Tyr, Phe, Trp, Lys, Arg et Gln. Lefficacité de
ces doubles-couplages a été régulierement vérifiée
par des tests a la ninhydrine effectués au cours de
l'assemblage peptidique. La quantité de peptidyl-
résine obtenue a la fin d’assemblage était égale a
1.2g, correspondant a un rendement global d’assem-
blage estimé a 90%. Au cours de la synthese de LnBs,
un prélevement de peptidyl-résine a été effectué
apres l'étape de déprotection du 41°™ acide aminé
(Ser 7), pour étre soumis a la réaction de clivage
dans le TFA. La quantité prélevée (400mg) corres-
pondait a la peptidyl-résine du peptide délété de ses
résidus 1-6 (SLQYVM) du c6té N-terminal, c'est-a-
dire a I'analogue (7-47)LnBst.

* Clivage acide

Les peptidyl-résines de LnBs et LnBst ont été trai-
tées par le TFA. Les peptides ont été ainsi libérés
du support solide au cours de ce clivage acide, qui
repose sur la libération simultanée de la résine et
des groupements protecteurs des chaines latéra-
les par l'acidolyse produite par le TFA, en présence
de piégeurs nucléophiles. Les peptides libérés et
précipités par l'éther a 0°C sont qualifiés de pepti-
des bruts (950mg de LnBs et 310mg de LnBst).
Ceux-ci ont €té repris dans l'eau, lyophilisés puis
congelés a -20°C.

Purification des peptides synthétiques
LnBs et LuBst

Dans le but d'obtenir des molécules LnBs et LnBst
homogenes, chacun des peptides bruts a été purifié
sur CLHP semi-préparative, afin de les débarrasser
des contaminants présents sous forme des peptides
délétés, de fragments peptidiques incomplets, ou

encore de fragments peptidiques ayant subi des
réactions secondaires au niveau des chaines latéra-
les des acides aminés trifonctionnels. A cet effet,
50mg de chacun des peptides bruts ont été repris
dans 20ml d'eau. La solubilit¢ des peptides a été
totale. Un échantillon de 200ul de chacun des pep-
tides synthétiques bruts a été prélevé pour étre
analys¢ en CLHP analytique, (voir matériels et
méthodes). Les profils obtenus lors de ces fraction-
nements sur colonne CLHP analytique (Figures 2a
et 32) ont permis de choisir le gradient qui conve-
nait le mieux pour la purification, par CLHP semi-
préparative, des solutions de départ des peptides
bruts.

Apres purification par CLHP semi-préparative, les
fractions qui correspondaient aux deux peptides
synthétiques (LnBs et LnBst), ont été rassemblées.
Lhomogénéité de ces fractions a été controlée sur
CLHP analytique, selon le critere de I'élution d’un pic
unique symétrique indiquant la présence d’un seul
peptide pur. Les profils d'élution des peptides puri-
fiés sont présentés dans les figures 2b et 3b.

Caractérisation des peptides synthétiques
LnB et LnBst

* Caractérisation physicochimique
Les peptides purifiés ont été ensuite analysés par
spectrométrie de masse. Cette technique a apporté
une confirmation de la pureté des peptides. En effet,
pour démontrer sa conformité avec sa contrepartie
naturelle, la bactériocine synthétique pure (LnBs) a
fait, tout d’abord, l'objet d’une vérification de la
masse moléculaire expérimentale qui devrait
correspondre a la masse théorique. Celle-ci, calculée
a partir de la séquence primaire de la protéine
native (LnB), est de 5329.03Da (M-+H)*. La valeur
expérimentale de 5329.12Da (M+H)* (Figure 2¢)
correspond parfaitement a la masse théorique. Ceci
est également le cas du peptide analogue (LnBst)
qui témoigne d'une homologie stricte conformité
avec ce que l'on attendait. Sa masse expérimentale
est de 4607,68 Da (M+H)™ (Figure 3¢), trés proche
de la masse théorique de 4607.16 Da (M+H)*.
Les compositions en acides aminés de la LnB
synthétique et de LnBst sont présentées dans le
tableaul. Les résultats montrent que, excepté pour le
tryptophane et la cystéine, qui ont été détruits par
I'hydrolyse acide, les molécules synthétiques ont
une composition semblable 2 leur composition
théorique.

Tome 85 (1-4)

13



SYNTHESE CHIMIQUE DE LA LACTOCOCCINE B

LnBs
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Figure 2. Purification de la lactococcine B synthétique (LnBs). (a) Profil de CLHP analytique du peptide brut (b)Profil
de CLHP analytique du peptide purifié (c) Spectre de masse (MALDI-TOF) de LnBs purifiée.
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Figure 3. Purification de 'analogue synthétique de la lactococcine B (LnBst). (a) Profil de CLHP analytique du peptide
brut (b) Profil de CLHP analytique du peptide purifié(c) Spectre de Masse (MALDI-TOF) de LnBst purifiée.

En complément de ces résultats, le séquencage,
selon la méthode d’Edman, d'un échantillon purifé
de chacune des molécules synthétiques (résultats
non inclus), a permis de confirmer le bon
déroulement de lincorporation des différents
résidus d’acides aminés.

* Caractérisation biologique

Nous avons observé que la lactococcine B synthéti-
que est active contre Lactococcus lactis ssp. lactis
111403 (Figure 4).

A une concentration de l'ordre du nanomolaire, son
activité est de 200UA/ml, alors qu'elle est peu active
sur Lactococcus lactis ssp. cremoris SK112 et pas
active contre Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC
11454. Le spectre de LnBs reste étroit, en conformité
avec les propriétés de la LnB native.

Lensemble de ces résultats montre que, aussi bien

les propriétés physico-chimiques de LnBs que ses
propriétés biologiques sont équivalentes a celles de
LnB naturelle, ce qui indique que la bactériocine
synthétique est tres probablement identique a la
molécule naturelle. En revanche, apres oxydation,
aucune activité biologique na été observée par le
test sur les bactéries, montrant que cette bactérioci-
ne synthétique, une fois oxydée, ne retrouvait pas sa
forme biologiquement active (Figure 4).

Le peptide analogue LnBst a montré des propriétés
tout a fait différentes de celles de la bactériocine
synthétique. Il n'est pas du tout actif sur les bactéries
indicatrices, qu'il soit ou non sous sa forme réduite.
Ce résultat laisse aussitot penser a Iimportance des
résidus manquants dans lactivit¢ de la molécule
étudiée. L'ensemble des résultats concernant la fonc-
tionnalité biologique des deux peptides synthétisés
est présenté dans la figure 4.
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Figure 4. Activité antibactérienne des peptides synthétiques.
Puit n°l: peptide InBs; puit n°2 : peptide InBs apres
oxydation; puit n°3: peptide analogue InBst; puit n°4:
peptide analogue LnBst aprés oxydation. Laclococcus
lactis ssp.lactis IL1403 est la bactérie indicatrice utilisée.

* Prédiction de structures secondaires
Les deux serveurs, DisEMBL et GlobPlot, ont donné
a peu pres le méme résultat: a part les extrémités
N- et C-terminales, qui sont prédites comme
pouvant étre non structurées (mais ce résultat est
normal pour les extrémités de la chaine peptidique),
LnB est prédite comme étant structurée dans son
ensemble. De son cOté, le serveur PredictProtein
prédit que 60% de la séquence se trouverait sous
forme de feuillets béta, 40% sous forme de boucles,
et qulil n'y aurait pas d'alpha-hélice, ce qui va a
l'encontre de I'hypothese avancée par Venema
et al.®®, selon laquelle une hélice amphipatique se
situerait entre les résidus 28 et 46.

Enfin, toujours selon les résultats fournis par ce
serveur, la molécule fait tres probablement
partie des protéines globulaires.

Tableau I: Composition en acides aminés de LuBs et LnBst, en comparaison avec les valeurs théoriques.

Peptide LnBs Peptide LnBst
Composition en aa. Théorique Expérimentale Théorique Expérimentale
Asp 2 19 2 19
Thr 8 81 8 8,0
Ser 3 29 2 2,1
Glu 3 3.2 2 21
Pro 1 0,9 1 0,9
Gly 5 5,0 5 49
Ala 3 29 3 29
Cys 1 n.d? 1 n.d
Val 2 19 1 1,0
Met 2 2,0 1 1,0
Tl 2 21 2 21
Leu 1 10 0 0,0
Tyr 4 41 3 29
Phe 2 19 2 19
His 1 10 1 10
Trp 2 nd 2 n.d.
Lys 4 38 4 39
Arg 1 1,0 1 1,0
Total 47 41
Masse moléculaire (M+H) ™ 5329,03 5329,12 4607,16 4607,68
a: n.d : non déterminé.
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DISCUSSION

Cette étude a été principalement ciblée sur la lacto-
coccine B (LnB), qui nous a semblée une molécule
intéressante, car elle est la seule bactériocine a avoir
une demi-cystine unique, et quelle est, en outre,
le modele représentant la sous-classe Ilc. II s'agit
d'une molécule de taille modérée, non modifiée,
hydrophobe et chargée positivement. Produite par la
souche Lactococcus lactis ssp. cremoris 9B4, elle est
exclusivement active sur les lactocoques . Notre
motivation essentielle a entreprendre les travaux
présentés dans cet article était, d'une part, de pro-
duire cette bactériocine en quantités non limitantes
et d'autre part, de contribuer a la détermination des
relations entre sa structure et sa fonction, par le biais
d’'une bactériocine tronquée et par la mise en évi-
dence du role de la partie N-terminale dans l'activité
antibactérienne.

La synthese peptidique en phase solide est une
méthodologie qui offre de nombreuses possibilités
pour Iétude des protéines dont la taille ne dépasse
paslasoixantaine de résidus et, plus particulicrement
ici, l'étude d'une bactériocine et de son analogue
délété. Cette technique a été précédemment
employée pour la production d’autres bactériocines,
notamment la mésentéricine Y 1057 la plantaricine
149 20 et la bactériocine J 46 . Cest donc cette
technique qui a été utilisée pour produire la
lactococcine B.

La synthese peptidique en phase solide de LnB a été
effectuée selon la séquence déterminée par I'équipe
de Venema . Le rendement final de la synthese
peptidique est de 3 %, comparable a celui des molé-
cules de la méme taille déja synthétisées dans notre
laboratoire, ce qui a permis de pallier la faible quan-
tit¢ de bactériocine habituellement produite par la
souche productrice, et d'obtenir une quantité¢ suffi-
sante pour entreprendre des travaux ultérieurs.
Nous avons comparé les propriétés physicochimique
et biologique de LnB synthétique a celles décrites
pour la LnB naturelle par Venemaa et al.”? et nous les
avons trouvées semblables. Les résultats obtenus,
suite a cette premiere synthese, sont en faveur de
l'identité des deux molécules. Par ailleurs, il est inté-
ressant de noter que, apres oxydation du peptide
synthétique a l'air, aucune activité bactéricide n'a été
observée sur les souches indicatrices, ce qui suggere
que, une fois oxydée, la bactériocine ne retrouve pas
sa forme biologiquement active. Ceci est en accord

avec les observations de Venema et ses collabora-
teurs %, qui ont montré que LnB perd son activité si
le résidu de cystéine en position 24 n'est pas sous sa
forme réduite. Il se peut que, par son encombrement
stérique, le dimere formé par l'oxydation a l'air de
l'unique résidu de cystéine ne puisse plus former de
complexe trans-membranaire intervenant dans l'acti-
vité de ce type de bactériocine.

Des études de l'effet du remplacement de la Cys 24 de
LnB par chacun des 19 autres acides aminés naturels
ont montré que ce résidu n'est pas indispensable
pour que la molécule soit active %, Toutefois, aucune
charge positive en cette position 24 n'est tolérée pour
que la LnB puisse conserver son activité. Il a donc été
clairement établi que la Cys 24 nest pas directement
impliquée dans lactivit¢ de la lactococcine B 3,
A cet égard, LnB ressemble aux toxines des bactéries
Streptococcus pneumoniae, activées par les thiols,
dont la forme réduite est indispensable a l'activité de
la molécule, bien que la cystéine puisse étre rempla-
cée par tous les autres résidus sans qu'il se produise
une perte d’activité ¥,

Ces ¢études ont éveillé notre curiosité sur le méca-
nisme dactivit¢ de LnB. Limportance éventuelle,
dans l'activit¢ biologique de LnB, du résidu de
méthionine en position 6, a été évoquée par Venema
et al?® apres oxydation de la molécule par l'acide
formique. Il nous a semblé que cette hypothese pou-
vait étre testée par ablation du peptide N-terminal
1-6, une opération facile a obtenir au cours de la
synthese peptidique de la LnB, puisque la synthese
peptidique en phase solide offre la possibilit¢ de
prélever un échantillon de peptide-résine a n'importe
quel cycle de I'assemblage, et donc de pouvoir obte-
nir un peptide tronqué du cot¢ N-terminal. Nous
avons pratiqué un tel prélevement, au cours de la
synthese de la LnB, avant le couplage du résidu de
Met en position 6. Il en résultait donc un analogue
(7-47) de la bactériocine, auquel il manquait les six
premiers résidus d’acides aminés du coté N-terminal
et, notamment, le résidu de Met a la position 6.

Cet analogue (LnBst) a été purifié et caractérisé
selon ses propriétés physico-chimiques, et son acti-
vité éventuelle sur la croissance des souches bacté-
riennes indicatrices a été testée, en comparaison
avec LnBs. Nous avons alors observé que cet analo-
gue ne montrait aucune activité antibactérienne, et
ce a toute concentration et qu'il ait subi ou non une
phase d'oxydation a l'air. Cet analogue avait sans
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doute perdu son pouvoir actif et son aptitude a
induire la mort bactérienne. Il découle de ce résultat
une hypothese séduisante, selon laquelle la partie
N-terminale et, particulicrement, les six premiers
résidus d'acides aminés, se réveleraient essentiels
dans l'activité de la lactococcine B. Etant donné que
l'analogue LnBst est tronqué de 6 résidus par rapport
a la séquence de LnB, on peut penser qu'il s'agirait
d’'un ou plusieurs résidus, parmi les six qui se trou-
vent en position de 12 6, qui seraient impliqués dans
l'activité biologique de LnB. Les résultats obtenus
dans ce travail semblent prometteurs et nous incitent
a nous engager, par la suite, dans une étude plus
approfondie du mécanisme d’activité de la LnB. Ces
études seraient menées essentiellement par muta-
tions ponctuelles des résidus d’acides aminés sélec-
tionnés en fonction de leur position dans la séquence
et de leur importance supposée dans l'activité de la
molécule.
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