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2.1. Etude de la transmission du signal de la présence d’antibiotiques par le récepteur BlaR1 

La protéine BlaR1 est une protéine membranaire qui joue le rôle de récepteur transmetteur 

lorsqu’un antibiotique à noyau β-lactame est présent dans le milieu extérieur. Le domaine BlaR-CTD 

agit comme senseur et le domaine BlaR-NTD comme transmetteur (cf § 1.4.4 de l’introduction). Au 

cours de ce travail, nous nous sommes plus particulièrement intéressés à la boucle cytoplasmique L3 

qui, au vu de sa séquence, pourrait agir comme une métalloprotéase à zinc et ainsi transmettre, à 

l’intérieur de la cellule, le signal de la présence de l’antibiotique dans le milieu extérieur. 

 

2.1.1. Résidus conservés des domaines N-terminaux des protéines BlaR1 et MecR 

de B. licheniformis et S. aureus 

Un alignement multiple des séquences des domaines N-terminaux des protéines BlaR1/MecR de 

B. licheniformis et S. aureus (figure 2.1) met en évidence 32 résidus strictement conservés, ce qui 

correspond à 9,4 % d’identité lorsqu’on prend comme référence la longueur de BlaR-NTD de B. 

licheniformis ([32/339] x 100 = 9,4 %). Hors de ces 32 résidus conservés, 24 sont situés dans la boucle 

L3 ([24/188] x 100 = 12,8 %), ce qui montre l’importance de cette boucle dans la signalisation 

intracellulaire.  

Parmi les résidus conservés de la boucle L3, on retrouve le motif HExxH, caractéristique des 

métalloprotéases à zinc (Hooper, 1994). Dans les enzymes appartenant à cette famille, telle que la 

thermolysine, l’ion zinc, essentiel pour l’activité catalytique, est coordonné par les deux résidus 

histidines du motif HExxH (H
142

 et H
146

 pour la thermolysine), un résidu acide glutamique (le E
166

 pour 

la thermolysine) et une molécule d’eau. Le mécanisme catalytique implique un mécanisme de base 

générale incluant l’acide glutamique du motif HExxH et un résidu histidine protoné (H
231

 pour la 

thermolysine). Parmi les résidus strictement conservés de la boucle L3, quatre résidus acides (D
221

, 

E
253

, D
257

 et E
274 

chez B. licheniformis) pourraient jouer le rôle de troisième ligand du zinc ou être 

impliqué dans le mécanisme de base générale. Aucun résidu histidine conservé pouvant jouer le rôle 

du H
231

 de la thermolysine n’est présent dans la boucle L3. Le meilleur candidat pour ce rôle est le 

résidu tyrosine conservé (Y
272

 chez B. licheniformis). 

Zhang et son équipe ont décrit que lorsque la protéine BlaR1 de S. aureus est acylée par un 

antibiotique, la boucle L3 subit un clivage qui pourrait permettre l’activation de la métalloprotéase. 

Ce clivage a lieu entre les résidus R
293 

et R
294 

(Zhang et al., 2001). Ce site de clivage est conservé dans 

la protéine BlaR1 de B. licheniformis et partiellement conservé pour MecR de S. aureus (figure 2.1). 
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2.1.2. Etude de l’activation de BlaR1 

Les fractions membranaires de B. subtilis transformé par le pDML995 (portant le divergeon blaP-

blaI-blaR) et cultivé en présence ou non de céphalosporine C (l’inducteur), ont été analysées par 

Western blot à l’aide d’anticorps dirigés contre BlaR-CTD (figure 2.2). Cette analyse montre la 

présence de 2 bandes induites : la première d’une taille d’environ 33 kDa et la seconde d’une taille 

d’environ 68 kDa. La bande de faible masse moléculaire peut correspondre au domaine C-terminal de 

la protéine BlaR1 activée et clivée, alors que la bande de haute masse moléculaire serait le récepteur 

entier. Ces résultats sont en accord avec un clivage d’activation entre les résidus R
304

 et R
305

, 

correspondant aux résidus R
293

 et R
294

 de S. aureus.  

 

 

Figure 2.2. Analyse par Western blot des membranes de B. subtilis transformé par le pMK4 (control 

négatif), le pDML995 (contenant le gène blaR1 sauvage), le pDML1269 (contenant le gène blaR1 

portant la mutation E
213

A) ou le pDML3045 (contenant le gène blaR1 portant la mutation 

R
304

A/R
305

A). Les protéines membranaires de cultures induites (+) ou non induites (-) ont été séparées 

par SDS-PAGE. Les anticorps utilisés sont des anticorps anti-BlaR-CTD purifiés. Le symbole « � » met 

en évidence une bande intense et non spécifique. BlaR1 et BlaR1* indiquent respectivement le 

récepteur BlaR1 entier ou activé. 

 

Afin de confirmer cette hypothèse, les résidus R
304

 et R
305

 de BlaR1 ont été mutés en alanine. 

Pour ce faire la mutation R
304

A/R
305

A a été introduite sur un plasmide dérivé du pGem T-Easy portant 

le gène blaR1 (pG-BlaR). La mutagénèse a été réalisée à l’aide du kit « QuickChange
TM

 Site-Directed 

Mutagenesis » (Stratagene). Le plasmide résultant de cette mutagénèse a été nommé pGBlaR-RRAA. 

Ce dernier a ensuite été digéré par les enzymes de restriction SacI et MscI. Le fragment résultant 

contient environ 800 pb et porte la mutation R
304

A/R
305

A. Il a été inséré dans le pDML995 digéré par 

les mêmes enzymes de restriction afin de donner le pDML3045. La séquence de ce dernier a été 

vérifiée par séquençage. B. subtilis 168 a ensuite été transformé par le pDML3045 et l’induction de la 

β-lactamase BlaP de cette souche a été comparée à celle de B. subtilis 168 transformé par le 

pDML995. Les méthodes utilisées pour les tests d’induction et le dosage de l’activité β-lactamasique 

sont décrites au chapitre matériel et méthodes, paragraphe 4.9.10. 
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En présence d’antibiotiques à noyau β-lactame, le mutant R
304

A/R
305

A induit très faiblement la 

production de la β-lactamase BlaP (figure 2.3). En effet, l'induction de ce mutant correspond à 

environ 20 % de l’induction du sauvage. Une analyse par Western blot avec des anticorps dirigés 

contre BlaR-CTD a été réalisée sur des extraits membranaires du mutant R
304

A/R
305

A (figure 2.2). 

Cette expérience montre qu’aucun clivage de la protéine BlaR1 n’est induit en présence 

d’antibiotiques pour ce mutant.  

Ces résultats montrent que les acides aminés R
304

 et R
305

 sont importants pour la transmission 

du signal par BlaR1 et constituent probablement le site de clivage nécessaire à l’activation de la 

boucle L3. 

 

Figure 2.3. Induction de la production de la β-lactamase BlaP en présence (induit) ou non (non induit) 

de céphalosporine C (2,5 µg/ml) pour les souches de B. subtilis transformées par le pDML995 

(divergeon bla sauvage ; ● ) ou par le pDML3045 (mutation R
304

A/R
305

A de blaR1 ; ○ ). Le niveau 

d’induction est exprimé sous forme d’un facteur d’induction qui est le rapport entre la quantité de β-

lactamases produites par les cellules induites et la quantité de β-lactamases produites par les cellules 

non induites. La quantité de cellules est mesurée par l’absorbance à 600 nm (A
600

).  

 

Pour déterminer si ce clivage peut être le résultat de l’activité protéolytique de la boucle L3, 

nous avons introduit la mutation E
213

A dans la séquence codant pour BlaR1. Dans ce mutant, 

l’activité catalytique de la boucle L3 est abolie puisque l’acide aminé muté est l’acide glutamique 

conservé du motif HExxH impliqué dans le relais acide-base des enzymes de la famille des 

métalloprotéases à zinc neutres. La mutation E
213

A a été introduite sur le pG-BlaR à l’aide du kit 

« QuickChange
TM

 Site-Directed Mutagenesis » (Stratagene). Le vecteur résultant, le pGBlaR-E213A, a 

été digéré par les enzymes de restriction SstI et EcoRI. Le fragment résultant a été inséré dans le 

pDML995 digéré par les mêmes enzymes de restriction afin de donner le pDML1269. La séquence de 

ce vecteur a été vérifiée par séquençage. 

La capacité de B. subtilis transformé par le pDLM1269 à induire la production de la β-lactamase 

BlaP a été testée. Comme attendu, il s’est avéré que cette souche n’est pas inductible (figure 2.4). 



 

 

R
é

su
lt

a
ts

 e
t 

d
is

cu
ss

io
n

s 

32 

 

L’état de la protéine BlaR1 portant la mutation E
213

A dans la fraction membranaire d’une culture 

de B. subtilis/pDML1269 induite, a également été analysé par Western blot comme décrit pour le 

mutant R
304

A/R
305

A. Comme montré à la figure 2.2, aucun clivage de BlaR-E
213

A n’a pu être détecté en 

présence de l’inducteur, ce qui suggère que ce répresseur est activé par auto-protéolyse. 

 

Figure 2.4. Induction de la production de la β-lactamase BlaP en présence (induit) ou non (non induit) 

de céphalosporine C (2,5 µg/ml) pour les souches de B. subtilis transformées par le pDML995 

(divergeon bla sauvage ; ●  ) ou par le pDML1269 (mutation E
213

A de blaR1 ; ○  ). Pour plus de détails, 

voir la légende de la figure 2.3. 

 

2.1.3. Spécificité de l’acide glutamique catalytique 

La mutation de l’acide catalytique E
231 

de la boucle L3 en alanine implique un phénotype non 

inductible et empêche l’activation par clivage de la boucle L3. Ce résidu est donc essentiel pour la 

protéine BlaR1. Il serait intéressant de déterminer si c’est la fonction acide et/ou la structure de la 

chaîne latérale de ce résidu qui est importante. Afin de le déterminer, nous avons étudié par 

Western blot, à l’aide d’anticorps dirigés contre BlaR-CTD, les mutants E
213

D et E
213

Q. Le 

remplacement de l’acide glutamique par un acide aspartique modifie la chaîne latérale mais permet 

de conserver une fonction acide, alors que la glutamine présente la même chaîne latérale que l’acide 

glutamique mais n’a pas la fonction acide. Pour cela, nous avons utilisé des souches de B. subtilis 

transformées respectivement par les plasmides pDLM1279 et pDML1280 (K. Benlafya, Thèse de 

doctorat ; table 2.1).  

Il apparaît que la modification du résidu catalytique en acide aspartique (mutation E
213

D) ou en 

glutamine (mutation E
231

Q) a pour effet d’empêcher le clivage de la boucle L3 (figure 2.5). Le résidu 

catalytique doit donc nécessairement être un acide glutamique qui est essentiel aussi bien pour sa 

fonction acide qui pour sa chaîne latérale.  
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Table 2.1. Liste des plasmides construits par K. Benlafya et utilisés dans ce travail 

Plasmide Caractéristiques 

pDML1268 Dérivé du pDML995 portant la mutation H
212

A/E
213

A/H
216

A 

pDML1271 Dérivé du pDML995 portant la mutation H
216

A 

pDML1273 Dérivé du pDML995 portant la mutation E
253

A 

pDML1274 Dérivé du pDML995 portant la mutation D
257

A 

pDML1275 Dérivé du pDML995 portant la mutation E
274

A 

pDML1277 Dérivé du pDML995 portant la mutation D
221

A 

pDML1278 Dérivé du pDML995 portant la mutation Y
272

A 

pDML1279 Dérivé du pDML995 portant la mutation E
213

D 

pDML1280 Dérivé du pDML995 portant la mutation E
213

Q 

 

2.1.4. Les ligands du zinc 

Le motif H
212

ExxH est caractéristique des métalloprotéases à zinc. Dans cette famille de 

protéines, les deux premiers ligands du zinc sont les résidus histidines de ce motif conservé. La 

mutation de ces résidus histidines a été étudiée par Western blot à l’aide de deux mutants : le 

mutant H
212

A/E
213

A/H
216

A et le mutant H
216

A. A cette fin, les plasmides portant ces mutations, 

nommés respectivement pDML1268 et pDML1271 (Table 2.1) et construits par K. Benlafya, ont été 

transformés dans B. subtilis. Comme montré à la figure 2.5, ces deux mutations empêchent le clivage 

de BlaR1. 

La majorité des métalloprotéases possèdent un troisième ligand du zinc. Les candidats 

potentiels pour ce rôle sont en général des résidus d’histidines, d’acide glutamique, d’acide 

aspartique ou de tyrosine. L’alignement de séquences de la protéine BlaR1 de B. licheniformis avec 

celles des protéines BlaR1 et MecR de S. aureus, permet de mettre en évidence cinq résidus 

conservés pouvant jouer le rôle de troisième ligand du zinc (figure 2.1) : le  D
221

, le E
253

, le D
257

, le Y
272

 

et le E
274

. Cinq plasmides, portant chacun la mutation en alanine d’un de ces résidus (table 2.1), ont 

été insérés dans B. subtilis. Les extraits membranaires des cultures de ces souches transformées ont 

été analysés par Western blot à l’aide d’anticorps dirigés contre BlaR-CTD. Il apparaît que seul le 

mutant E
274

A a le même profil que la protéine sauvage (figure 2.5). Les quatre autres mutants ne sont 

pas capables de cliver la boucle L3. 
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Figure 2.5. Analyse par Western blot de la protéine BlaR1 produite par des souches de B. subtilis 

portant des plasmides contenant les mutants de blaR1. Les protéines membranaires de cultures 

induites (+) ou non induites (-) ont été séparées par SDS-PAGE. Les anticorps utilisés sont des 

anticorps anti-BlaR-CTD purifiés. Le symbole « � » met en évidence une bande intense et non 

spécifique. BlaR1 et BlaR1* indiquent respectivement le récepteur BlaR1 entier ou activé. (M : 

marqueur de masse moléculaire) 

 

2.1.5. Discussion 

La protéine membranaire BlaR1 est un récepteur composé de 2 domaines. Le domaine C-

terminal, extracellulaire, agit comme senseur des antibiotiques à noyau β-lactame. Le domaine N-

terminal, ancré dans la membrane par quatre segments transmembranaires, possède une boucle 

exposée à l’intérieur de la cellule qui est une métalloprotéase à zinc de la famille de la thermolysine.  

En effet, la séquence de la boucle L3 possède le motif conservé HExxH caractéristique des 

métalloprotéases à zinc (Hooper, 1994). Les 2 histidines de la séquence HExxH sont des ligands du 

zinc, alors que l’acide glutamique est impliqué dans le mécanisme catalytique. Dans la boucle L3, un 

second motif conservé, E
253

xxxD, peut également être mis en évidence. Ce motif est également 

présent dans la thermolysine et est caractéristique de la famille des métalloprotéases appelées les 

gluzincines (Le Moual et al., 1993). Dans les enzymes appartenant à cette famille, le troisième ligand 

du zinc est l’acide glutamique du motif ExxxD qui est situé de 20 à 59 résidus en aval du motif HExxH. 

Dans la boucle L3 de BlaR1/MecR, le motif ExxxD est situé à 37 résidus en aval du motif HExxH. Pour 

les gluzincines ou TLPs (pour Thermolysin-like proteinases), il a été montré que le deuxième résidu 

histidine du motif HExxH interagit avec l’ion zinc mais également avec la fonction carboxylique de la 

chaîne latérale de l’acide aspartique du second motif conservé. Le rôle exact de cette triade, Zn-His-

Asp, n’est pas bien compris mais semble crucial pour l’activité catalytique et dans certain cas pour la 

liaison du Zn
2+

 (Le Moual et al., 1993, Gao et al., 2010) (figure 2.6). En absence de substrat, une 

molécule d’eau joue le rôle de quatrième ligand du zinc. Au cours de la catalyse, l’acide glutamique 

catalytique accepte un proton de la molécule d’eau nucléophile liée au zinc et le transfert au 
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substrat. De plus, la stabilisation de l’état de transition est assurée par la chaîne latérale d’un résidu 

histidine dans le cas de la thermolysine (H
231

) (figure 2.6). 

 

Figure 2.6. Représentation du site de liaison au zinc de la thermolysine. 

Tout comme de nombreuses enzymes protéolytiques, les TLPs sont synthétisées sous forme de 

précurseurs avec un propeptide. Le clivage du propeptide est un processus autolytique combinant 

l’activation du domaine catalytique et le changement d’interaction entre le propeptide et le domaine 

catalytique (Gao et al., 2010). Le site de clivage d’activation de la boucle L3 a été déterminé lors de 

ce travail et se situe entre les résidus arginine 304 et 305. En effet, le mutant R
304

A/R
305

A a perdu la 

capacité d’induire la β-lactamase BlaP et il ne subit pas de clivage. Le mutant H(E
213

A)xxH, ne subit 

pas non plus de protéolyse et a également un phénotype non-inductible pour la β-lactamase. Ces 

résultats sont en accord avec le fait que le résidu d'acide glutamique agit en tant que 

résidu catalytique, que la boucle L3 a une activité peptidasique et que son activation est 

autoprotéolytique.  

L’analyse par Western blot des différents mutants des autres résidus conservés de la boucle L3, 

combinée à l’étude de la capacité de ces mêmes mutants à induire la production de β-lactamases et 

à des expériences de zinc-blot (figure 2.7) (Berzigotti et al., 2012), a confirmé que la boucle L3 

possède les éléments caractéristiques des sites actifs des TLPs :  

- Les mutants des résidus histidines du motif HExxH ne subissent pas de clivage d’activation, 

sont non inductibles et ne peuvent coordonner l’ion zinc. Ces résidus sont donc 

probablement les 2 premiers ligands du zinc.   

- Les mutants E
253

A et D
257

A, qui ne sont pas protéolysés, qui ont un phénotype non-inductible 

et qui ont perdu la capacité de lier le zinc, montrent que ces résidus sont importants pour 

l‘activité enzymatique de L3. Ce sont les résidus du second motif conservé ExxxD. Ainsi, 

l’acide glutamique de ce motif serait le troisième ligand du zinc et l’acide aspartique ferait 

partie de l’interaction carboxylate-histidine-zinc crucial pour l’activité des TLPs. 
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- Le résidu conservé Y
272

,  dont la mutation en alanine donne lieu à une protéine non active, 

est probablement impliqué dans la stabilisation du complexe intermédiaire tétraédrique 

durant la catalyse de la boucle. En effet, pour la carboxypeptidase A, dont la topologie du 

site actif est la même que celle de la thermolysine, c’est le résidu Y
248

 qui joue ce rôle 

(Hausrath & Matthews, 1994). Dans la thermolysine, c’est le résidu H
231

 qui est à la position 

spacial de Y
248

 de la carboxypeptidase A mais il n’y a pas de résidu histidine conservé dans la 

boucle L3. 

- Le mutant inactif D
221

A montre que cet acide aspartique est important pour l’activité de la 

métalloprotéase. Etant donné que la chaîne latérale de ce résidu est chargée négativement, 

il est difficile de concevoir qu’elle pourrait interagir directement avec l’intermédiaire 

tétraédrique qui est lui aussi chargé négativement. Une autre hypothèse est que cet acide 

aspartique pourrait être important pour la liaison au substrat. 

 

Figure 2.7. Analyse par zinc-blot de la boucle L3 de BlaR1 de B. licheniformis sauvage et de différents 

mutants (Berzigotti et al., 2012). 1: L’anydrase carbonique bovine (CA ; 30kDA) qui a été utilisée 

comme contrôle positif. 2 et 8 : boucle L3 sauvage  (WT). 3 à 7 : mutants de la boucle L3. 

L’activation de la boucle L3 de BlaR1 est le résultat d’une cascade d’évènements qui débute par 

l’acylation du senseur C-terminal par la pénicilline et finit pour l’auto-protéolyse du domaine TLP du 

récepteur. Il a été postulé que le clivage de la boucle L3 serait provoqué par un changement 

conformationnel des segments transmembranaires de BlaR1. Ce changement conformationnel serait 

quant à lui dû à la modification de l’interaction entre BlaR-CTD et BlaR-NTD en présence de 

pénicilline (Hanique et al., 2004).  

Le mutant du site de clivage R
304

A/R
305

A nous donne de nouvelles informations sur le mécanisme 

de transduction intramoléculaire. En effet, en présence d’antibiotiques à noyau β-lactame, l’acylation 

du récepteur BlaR1 muté donne lieu à une légère induction de la production de la β-lactamase BlaP 

(environ 20% de la quantité produite par la souche contenant la protéine sauvage) mais aucun 

clivage de la boucle L3 n’est observé. En fait, avec ce mutant, nous avons découplé l’activité de la 

boucle L3 due à l’acylation de BlaR-CTD de celle causée par son autoprotéolyse.  Les résultats de 

l’analyse de l’induction de BlaP indiquent que la boucle L3 non clivée garde une activité résiduelle qui 

semble être capable de produire une quantité suffisante de coactivateur  pour inactiver 

partiellement BlaI. Ainsi, il serait nécessaire que l’acylation de BlaR-CTD active légèrement la boucle 

L3 pour permettre sa propre protéolyse et son activation complète. 

Les résultats obtenus lors de ce travail semblent montrer la présence d’un propeptide inhibant 

le domaine TLP de BlaR1 qui serait localisé dans la partie C-terminale de ce domaine TLP. Le clivage 



 

 

R
é

su
lt

a
ts

 e
t 

d
is

cu
ss

io
n

s 

37 

 

de ce propeptide a pour résultat l’activation de l’activité peptidasique, mais on ne sait pas si le 

peptide C-terminal reste associé ou non au domaine actif.  Le site de clivage devrait être localisé dans 

le motif conservé K
303

(R/E)
↓

R (figure 2.1) («
↓

 » indique la liaison peptidique clivée), et non le motif 

R
304 ↓ 

R  comme décrit précédemment (Zhang et al., 2001). La présence d’un propeptide C-terminal 

qui inhibe l’activité TLP de la boucle L3 et qui est clivé par auto-protéolyse pour permettre une 

activation complète de la boucle L3 serait unique aux protéines BlaR1/MecR dans la superfamille des 

TLPs. 

En conclusion, la boucle L3 de BlaR1/MecR est une gluzincine et un nouveau membre de la 

superfamille des TLPs. Elle a dû diverger très tôt des TLPs canonicales puisqu’aucune identité 

significative entre la boucle L3 et les TLPs ne peut être mise en évidence en utilisant les algorithmes 

tel qu’un BLAST. L’activité de la boucle L3 serait réprimée par la combinaison de deux interactions 

intramoléculaires : la première entre la boucle L3 et son propeptide C-terminal et la seconde entre la 

boucle L2 et BlaR-CTD.  
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2.2. Production et purification de la boucle L3 de BlaR1 et du récepteur entier 

Afin de mettre en évidence et d’étudier l’activité métalloprotéasique de la boucle cytoplasmique 

L3 du récepteur BlaR1, il serait intéressant de produire la protéine BlaR1 entière ou la boucle isolée 

sous forme soluble. La production de la protéine BlaR1 entière aurait également l’intérêt de 

permettre une étude structurale. 

 

2.2.1. Production et purification de la boucle L3 de la protéine BlaR1 

De nombreuses expériences réalisées précédemment au laboratoire ont montré que la 

production de la boucle L3 sous forme soluble s’avère difficile. Pour cette raison, nous avons 

envisagé de réaliser plusieurs constructions qui nous permettraient d’obtenir la boucle L3 en fusion 

N-terminale avec différents partenaires protéiques (NusA, GST, MBP ou une étiquette StrepTag). Les 

différents vecteurs dans lesquels a été insérée la séquence codant pour la boucle L3 sont : le pET43.1 

Ek/LIC (NusA), le pGex-5x-1 (GST), le pMal-c2x (MBP) et le pET52b (StrepTag). 

 

 

2.2.1.1. Constructions génétiques  

 

La séquence nucléotidique codant pour la boucle L3 (Y134-K322) a été amplifiée à partie du 

pDML995 à l’aide des quatre paires d’oligonucléotides suivantes : L3G5' et L3SalI3’ pour la fusion 

avec la GST ; L3M5’ et L3SalI3’ pour la fusion avec la MBP ; L3S5’ et L3SalI3’ pour la fusion avec une 

StrepTag ; L3NusA5' et L3NusA3' pour la fusion avec NusA  (cf § 4.7.1). 

Les séquences amplifiées par les trois premières paires d’oligonucléotides ont été clonées dans 

le pGEM T-Easy. Les vecteurs résultants ont été appelés pGEM-L3G, pGEM-L3M et pGEM-L3S. La 

séquence de la boucle L3 a été vérifiée par séquençage pour chaque plasmide. Les sites de restriction 

BamHI et SalI, introduits grâce aux oligonucléotides, ont permis d’extraire les inserts des pGEM et de 

les cloner dans leur vecteur de production respectif. Les vecteurs ainsi construits ont été nommés 

pGEX-L3, pMAL-L3 et pET52b-L3 (figure 2.8). 

Une quatrième PCR L3 a été réalisée à l’aide d’oligonucléotides qui présentent à leur extrémité 

des séquences appelées « séquence EK/LIC » :  

L3NusA5’ :  5’-GACGACGACAAGATATATAGCAATCTAAAAATCGGCAA-3’ 

                                     séquence EK/LIC 5’        début de la séquence de L3 

L3NusA3’ :  5’-GAGGAGAAGCCCGGTTATTTCGCCTTTAGCAAAGGTGAT-3’  

                                     séquence EK/LIC 3’           Fin de la séquence de L3 

La séquence de la boucle L3 amplifiée à partir de ces oligonucléotides a été directement clonée 

dans le pET43.1 EK/LIC grâce aux extrémités EK/LIC flottantes introduites. En effet ce plasmide 

commercial est linéarisé et possède des extrémités flottantes complémentaires aux séquences EK-

LIC. Le plasmide obtenu a été nommé pET43.1-L3 et la séquence de l’insert a été vérifiée par 

séquençage (figure 2.9). 
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Figure 2.8. Schéma de la stratégie de construction des plasmides pGEX-L3, pMAL-L3 et pET52b-L3. La 

séquence nucléotidique de la boucle L3 a été amplifiée par PCR à l’aide de trois paires de nucléotides 

différentes puis introduite dans le pGEM T-Easy. Les trois vecteurs obtenus ont été digérés par les 

enzymes de restriction BamHI et SalI. Les séquences codant pour la boucle L3 ont ensuite été clonées 

dans les vecteurs de production préalablement digérés par les mêmes enzymes.  
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Figure 2.9. Schéma de la stratégie de clonage de la boucle L3 dans le pET43.1 Ek/LIC. La séquence 

nucléotidique codant pour la boucle L3 a été amplifiée puis directement clonée dans le pET43.1-

EK/LIC grâce aux séquences EK-LIC introduites aux extrémités par les oligonucléotides. 

 

 

2.2.1.2. Production de la boucle L3 en fusion avec la GST 

 

Pour produire la protéine fusion GST-L3, nous avons utilisé la souche E. coli BL21 DE3 

transformée par le pGEX-L3 et cultivée dans du milieu LB additionné d’ampicilline 100 µg/ml. 50 ml 

de milieu de culture ont été inoculés par 1 ml d’une préculture de 16 h et placés à 37°C. Lorsque 

l’A
600

 a atteint la valeur de 0,8, la production a été induite par l’ajout d’IPTG (1mM final). Ensuite, 

l’A
600

 a été mesurée et un échantillon a été prélevé après 1, 2, 3 et 24 heures d’induction. Tous les 

échantillons prélevés ont été centrifugés à 14000 g pendant 15 minutes pour récolter les cellules qui 

ont ensuite été remises en suspension dans 100 µl de tampon phosphate 50 mM pH 7 par unité 

d’A
600

. Une lyse par sonication (3 fois 15 secondes) suivie d’une centrifugation de 15 minutes à 14000 

g permet de séparer les fractions soluble et insoluble. La fraction insoluble a été resuspendue dans 

100 µl de tampon phosphate 50 mM pH 7 par unité d’A
600

. Les fractions solubles et insolubles des 

différents échantillons ont ensuite été analysées sur SDS-PAGE 12% (figure 2.10). L’analyse sur gel 

montre la présence de la protéine à sa taille attendue, c'est-à-dire environ 47 kDa, dans la fraction 

insoluble, probablement sous forme de corps d’inclusion.  
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Figure 2.10. Analyses par SDS-PAGE 12% des différentes fractions solubles et insolubles récoltées 

après 0, 1, 2 et 3 heures d’induction à 37°C lors du test de production de la protéine fusion GST-L3. 

M : marqueur de masse moléculaire. Les flèches indiquent la bande protéique induite. 

Nous avons ensuite réalisé un test de production de la protéine GST-L3 en abaissant la 

température de culture de 37°C à 18°C et en augmentant la durée d’induction de 3h à 24h, afin 

d’éviter la formation de corps d’inclusion. Malheureusement, nous avons obtenu les mêmes résultats 

à 18°C qu’à 37°C. 

 

2.2.1.3. Production de la boucle L3 en fusion avec la MBP 

 

Un test de production de la protéine fusion MBP-L3 a été réalisé avec la souche E. coli Bl21 DE3 

transformée par le plasmide pMAL-L3 et cultivée dans un milieu LB additionné d’ampicilline 100 

µg/ml. Le protocole est identique à celui du test de production de la fusion GST-L3 à 37°C. L’analyse 

par SDS-PAGE 12% des différentes fractions solubles et insolubles montre la surproduction d’une 

protéine d’une taille d’environ 40 kDa qui ne correspond pas à la taille attendue pour la protéine 

MBP-L3, c'est-à-dire 52 kDa. La protéine MBP-L3 subirait une protéolyse limitée après avoir été 

surproduite (figure 2.11). 

 

Figure 2.11. Analyse par SDS-PAGE 12% des différentes fractions solubles et insolubles prélevées 

après 0, 1, 2 et 3 heures d’induction à 37°C, lors du test de production de la protéine fusion MBP-L3. 

M : marqueur de masse moléculaire. Les flèches indiquent la bande protéique induite. 
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2.2.1.4. Production de la boucle L3 en fusion avec une StrepTag 

 

La boucle L3 en fusion N-terminale avec une étiquette StrepTag a été produite chez E. coli Bl21 

DE3 transformée par le plasmide pET52b-L3 dans un milieu LB additionné d’ampicilline 100 µg/ml. Le 

protocole de production est le même que celui utilisé pour les autres tests de production de la 

boucle L3 en fusion avec un partenaire protéique. L’analyse par SDS-PAGE 15% des différentes 

fractions solubles et insolubles montre que la protéine surproduite est présente dans la fraction 

insoluble et migre à la taille attendue pour la boucle L3 en fusion avec une étiquette StrepTag, c'est-

à-dire environ 25 kDa (résultats non illustrés). Par contre, un test de production à 18°C pendant 26h 

permet d’obtenir une faible surproduction à la taille attendue dans la fraction soluble (figure 2.12). 

 

Figure 2.12. Analyse par SDS-PAGE 15% des différentes fractions solubles et insolubles prélevées 

après 0, 2, 4, 21 et 26 heures, lors du test de production à 18 °C de la boucle L3 avec une étiquette 

StrepTag à l’extrémité N-terminale. M : marqueur de masse moléculaire. Les flèches indiquent la 

bande protéique induite. 

 

2.2.1.5. Production de la boucle L3 en fusion avec NusA 

 

Pour produire la boucle L3 en fusion avec la protéine NusA, nous avons utilisé des cellules E. coli 

BL21 DE3 transformées par le plasmide pET43.1-L3 et un milieu de culture LB additionné 

d’ampicilline 100 µg/ml. 

Des tests de production réalisés dans les mêmes conditions que précédemment, ont montré que 

la protéine pouvait être surproduite en quantité satisfaisante dans la fraction soluble lorsque la 

température de culture était de 18°C, après une durée de 24 à 48h et avec une concentration 

d’inducteur (l’IPTG) de 1 mM (figure 2.13). 

Nous avons ensuite réalisé une production de NusA-L3 dans 2 litres de milieu de culture inoculés 

par 50 ml d’une préculture de 16h à 37°C. La production a été induite à l’IPTG (1mM final) à 18°C 

pendant 24h. Les cellules ont ensuite été récoltées par centrifugation 10 minutes à 6000 g puis 

remises en suspension dans 240 ml de tampon Tris-HCl 20 mM pH8. La sonication (3 fois 3 minutes) 

suivie d’une centrifugation de 30 minutes à 39000 g, a permis de séparer les fractions solubles et 

insolubles. 
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Figure 2.13. Analyse par SDS-PAGE 12% des différentes fractions solubles et insolubles prélevées 

après 2, 4, 24 et 48 heures, lors du test de production à 18 °C de la protéine fusion NusA-L3. M : 

marqueur de masse moléculaire. Les flèches indiquent la bande protéique induite. 

 

2.2.1.6. Purification de la protéine fusion NusA-L3 

 

Afin de purifier la protéine NusA-L3, nous avons utilisé une colonne Chelating Sepharose Fast 

Flow de 30 ml (Amersham Bioscience) sur laquelle ont été immobilisés des ions Ni
2+

. En effet, une 

queue HisTag est présente dans la construction NusA-L3 au niveau du linker qui relie les deux 

partenaires protéiques. 

La chromatographie d’affinité a été réalisée de manière suivante : 

� La colonne a été équilibrée avec 60 ml de tampon A (tampon A : Tris-HCl 20 mM pH 8) avec 

un débit de 3 ml/minute 

� L’échantillon a été déposé sur la colonne avec un débit de 1,5 ml/minute 

� La colonne a été lavée avec 60 ml de tampon A avec un débit de 3 ml/minute 

� Un gradient de 0 à 100 % en tampon B (tampon B : Tris-HCl 50 mM pH8, NaCl 0,5 M, 

Imidazole 0,25 M) a été réalisé sur un volume de 300 ml, suivi d’un plateau à 100 % en 

tampon B sur un volume de 30 ml. Ensuite, l’élution passe de 100% à 0% en tampon B sur 1 

ml, et pour finir, un volume de 60 ml à 0%. L’élution a été réalisée avec un débit de 3 

ml/minutes 

L’ensemble du processus chromatographique a été suivi par une mesure en continu de 

l’absorbance à 280 nm (figure 2.14). Les fractions récoltées, d’un volume de 3ml, ont ensuite été 

analysées par SDS-PAGE (figure 2.15).  

La protéine NusA-L3 est visible dans les fractions E34 à E70. Dans les fractions E34 à E57, on 

remarque également la présence d’une protéine abondante de masse moléculaire d’environ 65 kDa. 

La séquence N-terminale de cette protéine a été déterminée et montre que cette bande correspond 

à la protéine NusA libre. Cette dégradation pourrait être due à l’activité protéolytique d’une enzyme 

cytoplasmique d’E. coli ou à l’activité métalloprotéasique de la boucle L3. 
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Figure 2.14. Profil chromatographique de la purification de la protéine fusion NusA-L3 sur colonne 

Ni-NTA. L’échantillon protéique a été déposé sur la colonne. Celle-ci a ensuite été lavée avec 60 ml 

de tampon Tris-HCl 20mM pH8. Un gradient de 0 à 100% d’un tampon contenant 0,25 M d’Imidazole 

a ensuite permis d’éluer les protéines adsorbées sur la colonne. E1 à E120 : fractions d’élution de 3 

ml numérotée de 1 à 120.  

 

 
Figure 2.15. Analyse par SDS-PAGE 12% des fractions récoltées lors de la chromatographie sur 

colonne Ni-NTA de la protéine fusion NusA-L3. M : marqueur de masse moléculaire ; CH : fraction de 

charge ; NF : protéines non adsorbées; L : fraction de lavage ; E30-70 : fractions d’élution 30 à 70. 
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2.2.2. Production et purification de la protéine BlaR1 

Des tests de production de la protéine membranaire BlaR1 entière effectués au laboratoire ont 

montré que lorsqu’elle est produite sous forme recombinante chez E. coli, la protéine est 

immédiatement clivée (V. Duval, communication personnelle). Dans le but d’identifier le site de 

clivage et de le muter afin d’obtenir une protéine entière, nous avons envisagé de produire la 

protéine BlaR1 en fusion C-terminale avec une étiquette StrepTag. Cette construction nous 

permettra d’isoler la partie C-terminale de la protéine clivée et le site de clivage pourra ensuite être 

déterminé par un séquençage NH2 terminal du polypeptide. Nous avons ensuite envisagé plusieurs 

mutations afin de produire la protéine BlaR1 entière.  

 

2.2.2.1. Constructions génétiques 

 

Dans une première étape, le gène codant pour le récepteur BlaR1 a été amplifié par PCR, à partir 

du pDML995. Les oligonucléotides utilisés, BlaRSCNcoI5' et BlaRSCBamHI3', permettent d’introduire 

les sites de restriction NcoI et BamHI (cf. § 4.7.2). De plus, l’oligonucléotide BlaRSCBamHI3' permet 

également d’introduire la séquence codant pour une étiquette StrepTag. Le produit de la PCR est 

ensuite inséré dans le pGEM T-Easy pour donner le vecteur pGEM-BlaRSC. La séquence nucléotidique 

de l’insert a été vérifiée par séquençage. L’insert a ensuite été purifié du pGEM par double digestion 

enzymatique et inséré dans le pET28a grâce aux sites de restriction NcoI et BamHI. Le vecteur ainsi 

obtenu a été appelé pET28a-BlaRSC (figure 2.16). 

 

 

2.2.2.2. Production et purification de BlaR1 avec une étiquette StrepTag en 

fusion C-terminale 

Dans le but de produire la protéine BlaR1 en fusion C-terminale avec une étiquette StrepTag 

(BlaRSC), la souche E. coli C41 DE3 a été transformée par le pET28a-BlaRSC. La souche recombinante 

a été cultivée dans un milieu de culture LB additionné de kanamycine 50 µg/ml. Afin de réaliser un 

test de production, une préculture de 16h a permis d’inoculer 50 ml de milieu de culture. Lorsque 

l’A
600

 a atteint la valeur de 0,8, la production a été induite par l’ajout d’IPTG (1mM final). Ensuite, 

l’A
600

 a été mesurée et un échantillon a été prélevé après 1, 2, 3 et 24 heures d’induction. Tous les 

échantillons prélevés ont été centrifugés à 14000 g pendant 15 minutes pour récolter les cellules qui 

ont ensuite été remises en suspension dans 100 µl de tampon phosphate 50 mM pH 7 par unité 

d’A
600

. Une lyse par sonication (3 fois 15 secondes) suivie d’une centrifugation de 15 minutes à 14000 

g a permis de séparer les fractions solubles et insolubles. La fraction insoluble de chaque échantillon 

a été resuspendue dans 100 µl de tampon phosphate 50 mM pH 7 par unité d’A
600

. Les fractions 

solubles et insolubles des différents échantillons ont ensuite été analysées sur SDS-PAGE 12% 

(résultats non illustrés). L’analyse sur gel ne permet pas de mettre en évidence une surproduction de 

la protéine membranaire BlaR1. Afin de pouvoir détecter la production de la protéine, nous avons 

réalisé un Western blot avec des anticorps dirigés contre le domaine BlaR-CTD. Une protéine migrant 

à une taille d’un peu moins de 25 kDa a ainsi été mise en évidence (figure 2.17), ce qui signifie que la 

protéine BlaRSC a bien été produite et qu’elle a, en grande majorité, été clivée au minimum en deux 

fragments dont nous avons identifié la partie C-terminale grâce aux anticorps anti-BlaR-CTD et a été 

nommée BlaRSC*.   
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Figure 2.16. Schéma de la stratégie de clonage du gène blaR1 de B. licheniformis dans le pET28a. Le 

gène codant pour la protéine BlaR1 a été amplifié par PCR. L’oligonucléotide 3’ utilisé pour cette PCR a 

également permis d’introduire la séquence codant pour une étiquette StrepTag à l’extrémité C-

terminale du gène blaR1. Le produit de la PCR a ensuite été cloné dans le pGEM T-Easy pour donner le 

pGEM-BlaRSC. Ce dernier a été digéré par les enzymes BamHI et NcoI. Enfin, le produit de cette 

digestion a été cloné dans le pET-28a préalablement digéré par les mêmes enzymes. Le vecteur ainsi 

formé a été nommé pET28a-BlaR. 
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Figure 2.17. Analyse par Western blot des fractions insolubles des échantillons prélevés lors du test 

de production de la protéine recombinante BlaRSC, en utilisant des anticorps anti-BlaR-CTD. Le 

symbole « � » met en évidence des bandes intenses et non spécifiques. M : marqueur de masse 

moléculaire; NI : non induit; I : induit. 

 

Pour permettre l’identification du site de clivage, une quantité plus importante de protéine était 

nécessaire, une production de la protéine BlaRCS dans trois litres de milieu de culture a été 

entreprise. Après 3h d’induction, les cellules ont été récoltées par centrifugation à 6000 g pendant 15 

minutes puis remises en suspension dans 30 ml de tampon phosphate 50 mM pH 7,8, pour être 

ensuite lysées par sonication (2 pulses de 1 minute). L’échantillon a ensuite été centrifugé 15 

minutes à 6000 g afin d’éliminer les cellules n’ayant pas été lysées. Le surnageant de cette 

centrifugation a subit une deuxième centrifugation à 39000 g pendant 1 heure. Le culot 

membranaire résultant a été remis en suspension dans 8 ml de tampon phosphate 50 mM pH 7,8, n-

Dodecyl-β-D-maltoside (DDM) 2%. Cet échantillon a finalement été centrifugé pendant 30 minutes à 

14000 g.  

La protéine BlaRSC* a ensuite été purifiée à l’aide d’une colonne StrepTactin, grâce à l’affinité 

StrepTag-Streptavidine. En effet, l’étiquette StrepTag est un peptide synthétique de huit acides 

aminés (Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys) qui mime la poche de liaison à l’avidine de la biotine. Le 

surnageant résultant de la dernière étape de centrifugation a été déposé sur une colonne StrepTactin 

superflow de 5 ml (IBA BioTAGnology). Le lavage de la colonne et l’élution ont été réalisés selon les 

instructions du fabricant. Les fractions récoltées lors de cette chromatographie ont été analysées par 

SDS-PAGE 12% et par Western blot (figure 2.18). Les résultats obtenus montrent que la protéine 

BlaRCS*  a pu être purifiée en une étape.  
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Figure 2.18. Analyse par SDS-PAGE 12% (A) et par Western blot à l’aide d’anticorps anti-BlaR-CTD (B) 

des fractions récoltées lors de la purification de la protéine recombinante BlaRSC*. M : marqueur de 

masse moléculaire ; FT : fraction totale; FM : protéines membranaires ; CH : fraction de charge ; NF : 

fraction non adsorbée ; L : fractions de lavage ; E : fractions d’élution. 

La liaison peptidique de la protéine BlaRSC qui est clivée lorsque la protéine est produite chez E. 

coli, a été identifiée par le séquençage NH2-terminal de BlaRSC*. Les 5 premiers acides aminés sont 

M, Q, K, E et T. La protéine BlaRSC est donc clivée entre les résidus A
345

 et M
346

 (figure 2.19). Ce 

résultat est surprenant car ces résidus sont situés à l’extrémité N-terminale du domaine BlaR-CTD, 

exposé à l’extérieur de la membrane et dépourvu de segment transmembranaire. Ceci pourrait 

s’expliquer par le fait que l’interaction entre les deux moitiés de la protéine BlaRSC, probablement 

entre BlaRCTD et la boucle L2, permet à BlaRSC de rester associée à la membrane. Ainsi, la protéine 

n’est pas clivée au niveau de la liaison peptidique liant les résidus R
304

 et R
305

, le site d’activation de la 

boucle L3 (cf §2.1.2), comme on pourrait s’y attendre.  

L’analyse de la séquence de la protéine BlaRSC* à l’aide du programme SignalP (disponible sur le 

site www.expasy.org), montre que le site de clivage qui a été déterminé correspond à un site 

pouvant être reconnu par une peptidase signal. Ainsi, chez E. coli, la protéine BlaR1 pourrait être 

protéolysée par cette enzyme qui a pour fonction de libérer les protéines exprimées à l’extérieur de 

la cellule.  
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Figure 2.19. Représentation de la protéine BlaR1 montrant la position des sites de dégradation (entre 

les résidus A
345

 et M
346

) et d’activation de la boucle L3 (entre les résidus R
304

 et R
305

).  

 

2.2.2.3. Mutagénèse du site de dégradation de la protéine BlaRSC 

Afin d’éviter la protéolyse de la protéine BlaRSC, nous avons envisagé la mutation du site de 

dégradation qui a été identifié. Pour cela, une prédiction bioinformatique, à l’aide du programme 

signalP, a été réalisée afin de déterminer les mutations qui permettraient à la protéine BlaR1 de ne 

pas être dégradée. Cette prédiction a montré que le remplacement du résidu A
345

 par un acide 

aspartique ou par une sérine devrait empêcher la reconnaissance du site par une peptidase signal.  

Pour réaliser ces mutations, deux premières PCR ont tout d’abord permis d’amplifier les 

séquences situées de part et d’autre de la mutation (figure 2.20). Pour chaque PCR, un 

oligonucléotide portant la mutation souhaitée a été utilisé. Ensuite, les deux demi-séquences ont été 

assemblées au cours d’une troisième PCR. Ces PCR de mutagénèse ont été réalisées sur le plasmide 

pDML995 à l’aide des oligonucléotides suivants : 

   PCR 1 : BlaR_ A345D_UP et BlaRSCBamHI3' 

Mutation A
345

D  PCR 2 : BlaR_A345D_RP et BlaRSCNcoI5' 

   PCR 3 : BlaRSCBamHI3' et BlaRSCNcoI5' 

   PCR 1 : BlaR_A345S_Up et BlaRSCBamHI3' 

Mutation A
345

S  PCR 2 : BlaR_A345S_Rp et BlaRSCNcoI5' 

   PCR3 : BlaRSCBamHI3' et BlaRSCNcoI5' 

Les produits PCR ont ensuite été clonés dans le pGem-T-Easy. Ces constructions ont été vérifiées 

par séquençage. Les séquences codant pour BlaRSC portant la mutation A
345

S ou A
345

D ont ensuite 

été transférées dans le pET28a à l’aide des sites de restriction BamHI et NcoI, introduits grâce aux 

oligonucléotides. Les vecteurs obtenus ont été nommés : pET28a-BlaRA345S et pET28a-A345D.  
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Figure 2.20 : Schéma de la stratégie de construction des vecteurs pET28a-BlaRA345D et pET28a-

BlaRA345S permettant de produire la protéine BlaR1 portant les mutations A
345

D ou A
345

S, 

respectivement. La séquence codant pour la protéine BlaRSC a été amplifiée par deux triples PCR au 

cours desquelles chaque mutation a été introduite. Le produit de chaque PCR a été cloné dans le 

pGEM T-Easy qui a ensuite été digéré par les enzymes de restriction BamHI et NcoI. Les fragments 

obtenus ont ensuite été insérés dans le pET28a digéré par les mêmes enzymes afin de produire les 

vecteurs pET28a-BlaRA345D et pET28a-BlaRA345S. 
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La production des mutants A
345

S et A
345

D a ensuite été réalisée à l’aide de la souche E. coli C41 

DE3 transformée par le pET28a-BlaRA345S ou le pET28a-A345D. La production de ces mutants a été 

réalisée en suivant le même protocole que celui de la production de la protéine BlaRSC. L’analyse par 

SDS-PAGE des fractions solubles et insolubles n’a pas permis d’observer de surproduction, comme 

c’était le cas pour la protéine BlaRSC (résultats non illustrés). Nous avons tout de même entrepris la 

purification de ces protéines sur colonne StrepTactin de façon identique à celle utilisée pour la 

purification de BlaRSC. Après analyse par SDS-PAGE, aucun de ces deux mutants n’a pu être 

clairement observé dans les fractions d’élution (résultats non illustrés).  

Afin de déterminer si une petite quantité des protéines BlaR-A345S et BlaR-A345D a tout de 

même été produite, un Western blot avec des anti-corps dirigés contre le domaine BlaR-CTD, a été 

réalisé sur les fractions solubles et insolubles des échantillons des deux cultures (figure 2.21). Celui-ci 

a mis en évidence, pour les 2 mutants, une série de bandes dont la majorité se situe à une taille 

comprise entre 25 et 35 kDa. La mutation du résidu A
345

 en acide aspartique ou en sérine n’empêche 

donc pas la dégradation de la protéine BlaRSC.   

 

Figure 2.21 : Analyse par Western blot de la production du mutant BlaRA345D. Des échantillons de 

cultures d’E. coli C41 DE3/pET28a-BlaRA345D induite (induit) ou non (non-induit) à l’IPTG 1 mM, ont 

été prélevés toutes les heures pendant 4h et analysés par Western blot à l’aide d’anticorps dirigés 

contre BlaR-CTD. La production du mutant BlaRA345S a également été analysée par Western blot et 

donne les mêmes résultats. M : marqueur de masse moléculaire. 

 

2.2.2.4. Mutagénèse du site actif ou du site d’activation de la protéine 

BlaRSC 

La protéine BlaR1 est une protéine ancrée dans la membrane via quatre segments 

transmembranaires. Comme décrit au paragraphe 2.1.2, lorsqu’elle est produite chez Bacillus, 

l’activité métalloprotéase de la boucle L3 est activée par l’autoclivage de la liaison peptidique liant les 

résidus R
304

 et R
305

. Ce clivage libère la partie C-terminale de la protéine qui consiste en un segment 

transmembranaire relié à un domaine extracellulaire.  
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Lorsque la protéine BlaRSC est produite chez E. coli, si on considère que la boucle L3 s’auto-clive, 

la partie C-terminale de la protéine pourrait être comparée à une protéine périplasmique qui est 

exposée à l’extérieur de la cellule grâce à une hélice α transmembranaire et que cette protéine doit 

être libérée par l’activité d’une peptidase signal. Afin d’éviter le clivage de BlaRSC, la mutation du site 

de clivage d’activation ainsi que celle du résidu catalytique ont été envisagées.   

 

2.2.2.4.1. Mutation du site d’activation 

Les résidus R
304

 et R
305

 ont ainsi été remplacés par 2 résidus d’alanines (mutant R
304

A/R
305

A). 

Cette mutation a été réalisée à l’aide du kit « QuickChange
TM

 Site-Directed Mutagenesis » 

(Stratagene). La PCR de mutagénèse a été réalisée sur le plasmide pGBlaRSC pour donner le pGBlaR-

RRAA. La séquence codant pour BlaR-R
304

A/R
305

A a été vérifiée par séquençage avant d’être 

introduite dans le pET28a à l’aide des sites de restrictions BamHI et NcoI. Le vecteur résultant a été 

nommé pET28a-BlaR-RRAA. 

 

La production et la purification de la protéine BlaR1 portant la double mutation R
304

A/R
305

A ont 

été réalisées de la même façon que pour la protéine BlaRSC. Les fractions obtenues lors de la 

purification sur colonne Streptactin ont été analysées par SDS-PAGE 12% (figure 2.22). La protéine 

purifiée migre à environ 23 kDa, ce qui correspond à la taille de la partie C-terminale de la protéine 

BlaR1 sauvage lorsqu’elle est produite chez E. coli. La mutation des résidus considérés comme le site 

d’activation n’empêche donc pas le clivage de la protéine. 

 

Figure 2.22. Analyse par SDS-PAGE 12% des fractions récoltées lors de la purification sur colonne 

Streptactin du mutant R
304

A/R
305

A de BlaRSC. M : marqueur de masse moléculaire ; CH : charge ; NF : 

non fixé ; L : fractions de lavage ; E : fractions d’élution. 

 

2.2.2.4.2. Mutation du site actif 

Le résidu catalytique, le E
213

, a été remplacé par différents résidus : une alanine (=mutant E
213

A), 

un acide aspartique (=mutant E
213

D) ou une glutamine (=mutant E
213

Q). Ces mutations ont été 

réalisées à l’aide du kit « QuickChange
TM

 Site-Directed Mutagenesis » (Stratagene). Les PCR de 

mutagénèse ont été réalisées sur le plasmide pGBlaRSC à l’aide des oligonucléotides détaillés au 

chapitre 4.7.3. Les vecteurs obtenus ont été nommés pGBlaRE213A, pGBlaRE213D et pGBlaRE213Q 
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et la séquence du gène blaR1 portant les différentes mutations a été vérifiée par séquençage. Les 

séquences codant pour les différents mutants ont ensuite été introduites dans le pET28a à l’aide des 

sites de restriction BamHI et NcoI. Les différents vecteurs obtenus ont été nommés : pET28A-

BlaRE213A, pET28A-BlaRE213D et pET28A-BlaRE213Q.  

La première production réalisée est celle du mutant E
213

A. Le mode opératoire utilisé est 

identique à celui des autres mutants de BlaRSC. L’analyse par SDS-PAGE des fractions soluble et 

insoluble de la culture d’E. coli C41 DE3/pET28a-BlaRE213A ne montrait pas de surproduction de la 

protéine, comme lors de la production de BlaRSC. La protéine BlaR-E
213

A a tout de même été purifiée 

par chromatographie d’affinité sur colonne Streptactin en suivant le même protocole que celui utilisé 

précédemment. Les fractions récoltées lors de cette purification ont été analysées par SDS-PAGE 12% 

(figure 2.23). Une protéine migrant à une taille d’environ 65 kDa, qui est la taille attendue pour la 

protéine BlaRSC entière, a pu être mise en évidence. Ce résultat montre que la mutation de l’acide 

glutamique catalytique en alanine empêche le clivage de BlaRSC chez E. coli.  

 

Figure 2.23. Analyse par SDS-PAGE 12% des fractions récoltées lors de la purification du mutant E
213

A 

de BlaRCS.  M : marqueur de masse moléculaire ; CH : charge ; NF : non fixé ; L : fraction de lavage ; 

E : fractions d’élution. 

Les mutants E
213

D et E
213

Q ont également été produits et purifiés selon un protocole tout à fait 

identique au précédent. Les fractions d’élution ont été analysées sur SDS-PAGE. Les résultats obtenus 

sont tout à fait similaires à celui obtenu pour le mutant E
213

A et montrent que pour les mutants E
213

D 

et E
213

Q, la protéine purifiée migre à la taille attendue pour BlaRSC entier, c'est-à-dire environ 65 

kDa.  

 

 

2.2.3. Reconstitution du récepteur BlaR1 dans des liposomes 

La protéine BlaR1 est une protéine membranaire qui, in vivo, est enchâssée dans une double 

couche lipidique. La protéine BlaRSC portant la mutation E213A a pu être purifiée et solubilisée en 

présence de n-Dodecyl-β-D-maltoside. Afin de permettre l’étude de la protéine dans un 

environnement plus proche de son environnement naturel, nous avons entrepris des expériences 

permettant sa réinsertion dans des liposomes.  
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Pour ces expériences, des extraits lipides polaires d’E. coli (Avanti), solubilisés dans du 

chloroforme à une concentration de 20 mg/ml, ont été utilisés. La solution de lipide (300µl), placée 

dans un tube en verre de 5 ml, a été séchée par un flux d’azote afin de former un film lipidique. Ce 

dernier a été mis en présence d’une solution de n-Dodecyl-β-D-maltoside 0,1% contenant 0,5 mg de 

protéine (rapport lipide/protéine de 12/1). Le détergent a progressivement été éliminé à l’aide de 

Biobeads SM-2 Adsorbent (Bio-Rad). Le mélange lipide-protéine a ensuite été séparé sur un gradient 

de sucrose qui a été fractionné. Les différentes étapes de la préparation des protéoliposomes sont 

détaillées au paragraphe 4.10 du matériel et méthodes. 

 Les fractions récoltées lors du fractionnement du gradient de sucrose ont été analysées afin 

d’identifier celles qui contiennent les protéoliposomes (figure 2.24). L’absorbance à 400 nm 

(détection des lipides) et à 280 nm (détection des protéines) a été mesurée. Les fractions 13 à 19, qui 

absorbent à la fois à une longueur d’onde de 400 et de 280 nm, sont celles qui contiennent les 

protéoliposomes. Elles ont été regroupées et conservées à -70°C. 

 

Figure 2.24. Analyse des fractions du mélange lipides-BlaRE213A séparées par centrifugation sur 

gradient de sucrose (5 à 30%). L’absorbance à 280 nm permet de mettre en évidence la présence de 

protéines et l’absorbance à 400 nm permet de révéler les lipides. Les fractions 13 à 19 contiennent la 

protéine insérée dans des liposomes. 

En collaboration avec le laboratoire de Structure et Fonction des Membranes biologiques de 

l’ULB dirigé par E. Goormaghtigh, nous avons entrepris l’étude de la protéine BlaRE213A, ainsi 

reconstituée dans des liposomes, par spectrométrie FTIR (Fourier Transformed Infra-Red). Les 

expériences réalisées n’ont pas donnés des résultats concluants.  
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2.2.4. Discussion 

Nous avons tenté de produire chez E. coli la protéine BlaR1 de B. licheniformis entière ainsi que 

la boucle L3 isolée.  

Pour la production de la boucle L3, nous avons construit différents vecteurs permettant sa 

production en fusion avec différents partenaires protéiques. La seule construction qui a permis de 

produire la boucle L3 soluble et en quantité satisfaisante est celle de la protéine NusA-L3. Cette 

dernière consiste en une fusion de la boucle L3 à l’extrémité C-terminale de la protéine NusA. 

Environ 20 mg de protéine pure à plus de 80% par litre de culture ont été produits.  

Malgré de nombreux essais antérieurs, aucune protéine membranaire de type BlaR1/MecR 

entière n’a pu être produite et purifiée.  La protéine BlaR1, lorsqu’elle est produite sous forme 

recombinante chez E. coli, subit un clivage immédiat. Au cours de ce travail, nous avons déterminé 

que ce clivage a lieu entre les résidus A
345

 et M
346

. Ce site pourrait être reconnu par une peptidase 

signal. C’est pourquoi, nous avons réalisé les mutations A
345

D et A
345

S qui devraient empêcher la 

peptidase signal de reconnaître cette partie de la protéine. Aucune de ces deux mutations n’a permis 

de produire la protéine BlaR1 entière. Nous avons également envisagé de produire la protéine BlaR1 

portant la mutation E
213

A (mutation du résidu catalytique) ou R
304

A/R
305

A (mutation du site de clivage 

d’activation de la métalloprotéase de la boucle L3). La protéine portant la mutation R
304

A/R
305

A est 

également clivée mais, contre toute attente, la mutation E
213

A a permis d’obtenir une protéine BlaR1 

non clivée. Grâce à son extrémité C-terminale fusionnée à une étiquette StrepTag, la protéine BlaR-

E
213

A a pu être purifiée par un protocole simple (une seule étape de purification). Etant donné que le 

mutant du site de clivage d’activation ne permet pas de garder la protéine BlaR1 entière, une 

explication serait que la mutation E
213

A induise un léger changement conformationnel de la protéine 

qui empêcherait celle-ci de se faire dégrader par une protéase périplasmique.  

Nous avons également mis au point un protocole de reconstitution de la protéine BlaR1 entière 

dans des liposomes. Pour cela, la protéine est solubilisée par du DDM (n-Dodecyl-β-D-maltoside), qui 

est ensuite échangé par des extraits de lipides polaires de E. coli. Les protéoliposomes obtenus ont 

été utilisés pour une étude préliminaire par spectroscopie FTIR afin de mettre en évidence les 

changements conformationnels du récepteur en présence de pénicilline. Ces travaux devront être 

continués. 
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2.3. Etude de l’activité métalloprotéasique de la boucle L3 de BlaR1 

Comme mentionné dans l’introduction, le coactivateur de BlaI est le dipeptide γ-D-Glu-m-DAP. 

Ce composé est issu de la dégradation du peptidoglycane. Il a été proposé que c’est l’activité de 

BlaR1 qui convertit un pro-coactivateur en coactivateur et que le tripeptide L-Ala-γ-D-Glu-m-DAP 

serait le substrat de la protéine BlaR1 activée. Cette hypothèse est renforcée par le fait que l’on 

trouve chez Bacillus toutes les enzymes autolytiques nécessaires à la dégradation du peptidoglycane 

excepté l’enzyme qui permet de cliver le lien L-Ala-D-Glu.  

Dans le but d’étudier l’activité métalloprotéasique de la boucle L3 du récepteur BlaR1, des 

membranes de B. subtilis enrichies en BlaR1, ainsi que la protéine fusion NusA-L3 ont été incubées 

avec le tripeptide L-Ala-γ-D-Glu-L-Lys. Nous avons travaillé avec ce tripeptide plutôt que le tripeptide 

L-Ala-γ-D-Glu-m-DAP car ce dernier n’est pas disponible commercialement. 

 

2.3.1. Préparation de membranes de B. subtilis enrichies en BlaR1 

Pour préparer des membranes enrichies en BlaR1 activé, une culture de B. subtilis 168 

transformé par le pDML995 (vecteur contenant le divergeon bla de B. licheniformis) a été réalisée 

dans du milieu 2xYT. Lorsque  la culture a atteint une A
600

 de 0,6, de la céphalosporine C (2,5 µg/ml) a 

été ajoutée afin d’induire la transcription des gènes blaP, blaI et blaR1. Après 1h30, les cellules ont 

été récoltées par centrifugation et resuspendues dans du tampon phoshate 50 mM pH7. Une culture 

de B. subtilis 168 transformé mais non induit ainsi qu’une de B. subtilis 168 non transformé et non 

induit ont également été réalisées afin d’obtenir des membranes contenant la protéine BlaR1 non 

activée et des membranes ne contenant pas de BlaR1. Après avoir lysé les cellules, la fraction 

membranaire de chaque culture a été isolée par centrifugation et resuspendue dans du tampon 

phosphate 50 mM pH7.  

La concentration en protéines de chaque fraction membranaire a été déterminée à l’aide du test 

BCA (cf. § 4.9.5). Les résultats de ces dosages sont : 

- Membranes de B. subtilis non transformé (=BSWT) : 11,1 ± 3,8 mg/ml 

- Membranes de B. subtilis/pDML995 non induit (=BS995 NI) : 11,8 ± 2,5 mg/ml 

- Membranes de B. subtilis/pDML995 et induit (=BS995 I) : 16,3 ± 5,3 mg/ml 

La présence de BlaR1 dans les membranes a été vérifiée par Western blot en utilisant des 

anticorps anti-BlaR-CTD et 20 µg de protéines totales pour chaque échantillon. Dans les membranes 

de BSWT, aucune présence de BlaR1 n’a été détectée, comme attendu. Dans l’échantillon BS995 NI, 

une faible quantité de BlaR1 a été détectée par les anticorps, qui correspond à l’expression basale. 

Dans le troisième échantillon, deux bandes sont visibles, une à 65 kDa et l’autre à 33 kDa. La 

première crrespond à la taille attendue pour la protéine BlaR1 entière et la seconde à la taille 

attendue pour la moitié C-terminale obtenue après le clivage d’activation de la métalloprotéase 

(figure 2.25). 
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Figure 2.25. Détection par Western blot de la présence de la protéine BlaR1 entière et de la protéine 

BlaR1 activée (BlaR1*) dans les membranes de B. subtilis non transformé (BSWT) et de B. subtilis 

transformé par le pDML995 et cultivé en présence ou non de céphalosporine C  (BS995 I et NI). Les 

anticorps utilisés sont dirigés contre BlaR-CTD. M : marqueur de masse moléculaire. 

  

2.3.2. Test de l’activité de la boucle L3 du récepteur BlaR1 

Afin de tester l’activité de la boucle L3, nous avons incubé 20 µg de protéines totales pour 

chaque type de membrane ou 10 µg de la protéine fusion NusA-L3 avec 5 pmoles de tripeptide L-Ala-

γ-D-Glu-L-Lys dans 100 µl de tampon phosphate pH 7 pendant 1 heure à 37°C. L’échantillon a ensuite 

été congelé puis lyophilisé et resuspendu dans du tampon borate pH 9,5.  

Afin d’analyser par HPLC les produits de la réaction entre la boucle L3 et le tripeptide, 

l’échantillon a été traité au TNBSA (2,4,6-TriNitroBenzene Sulfonic Acid) afin de marquer les amines 

primaires. Si le TNBSA n’est pas utilisé, les peptides, très polaires, sont élués très tôt de la colonne et 

ne sont pas ou difficilement détectables. 

  La colonne utilisée pour l’analyse HPLC est une colonne de phase inverse Nucléodur 100-5 C18 

ec (Macherey-Nagel). L’élution est réalisée par un gradient d’acétonitrile (cf. § 4.11) et l’ensemble du 

processus chromatographique a été suivi par mesure d’absorbance à 335 nm, la longueur d’onde à 

laquelle est détecté le TNBSA couplé à des amines primaires. 

Les échantillons suivants ont été traités de la même façon que le mélange 

membranes/tripeptide comme témoins (Figure 2.26) : 

- tampon phosphate 

- les membranes de BSWT, BS995 NI et BS995 I seules 

- la protéine NusA-L3 seule 

- le tripeptide L-Ala-γ-D-Glu -L-Lys seul 

- le dipeptide γ-D-Glu-L-Lys seul 

- le résidu L-Ala seul 

 

Comme on peut le constater en analysant les chromatogrammes représentés aux figures 2.27 et 

2.28, aucune activité métalloprotéasique n’a pu être observée sur le tripeptide, ni avec les 

membranes enrichies en BlaR1, ni avec la protéine NusA-L3. 
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Figure 2.26. Chromatogramme des différents échantillons témoins négatifs traités au TNBSA et  

analysés par HPLC sur colonne Nucléodur 100-5 C18 ec (Macherey-Nagel). BSWT = B. subtilis non 

transformé ; BS995 NI = B. subtilis transformé avec le pDML995 et cultivé sans céphalosporine C ; 

BS995 I = B. subtilis transformé avec le pDML995 et cultivé en présence de céphalosporine C. 
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Figure 2.27. Analyse par HPLC sur colonne Nucléodur 100-5 C18 ec (Macherey-Nagel), après 

traitement au TNBSA, des solutions de membranes de B. subtilis incubées en présence du tripeptide 

L-Ala-γ-D-Glu-L-Lys. BS995 I = membranes de B. subtilis transformé avec le pDML995 et cultivé en 

présence de céphalosporine C (contenant la protéine BlaR1 activée) ; BS995 NI = membranes de B. 

subtilis transformé avec le pDML995 et cultivé sans céphalosporine C (contenant la protéine BlaR1 

non activée) ; BSWT = membranes de B. subtilis non transformé (ne contenant pas la protéine BlaR1). 

Une flèche rouge indique la position du tripeptide, une orange celle du dipeptide γ-D-Glu-L-Lys et 

une jaune celle du D-Ala. 

BSWT + tripeptide 

BS995 NI + 

tripeptide 

BS995 I + 

tripeptide 
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Figure 2.28. Analyse par HPLC sur colonne Nucléodur 100-5 C18 ec (Macherey-Nagel), après 

traitement au TNBSA, de la solution dans laquelle la protéine NusA-L3 a été incubée en présence du 

tripeptide L-Ala-γ-D-Glu-L-Lys. Une flèche rouge indique la position du tripeptide, une orange celle du 

dipeptide γ-D-Glu-L-Lys et une jaune celle du D-Ala. 

 

2.3.3. Discussion 

Afin d’étudier l’activité métalloprotéasique de la boucle L3 de BlaR1, deux approches ont été 

envisagées. La première était d’utiliser des membranes de B. subtilis enrichies en BlaR1. Pour cela, 

nous avons isolé la fraction membranaire d’une culture B. subtilis/pDML995 cultivée en présence 

d’antibiotiques à noyau β-lactame, l’inducteur. La seconde option était d’utiliser la protéine NusA-L3 

dans laquelle la boucle L3 de BlaR1 est fusionnée à la protéine NusA. Cette dernière est une protéine 

cytoplasmique d’E. coli qui n’a pas d’activité protéasique.  

Nous avons analysé par HPLC le résultat de l’incubation du tripeptide L-Ala-γ-D-Glu-L-Lys, le 

substrat supposé de la boucle L3, avec les membranes enrichies en BlaR1 et avec la protéine fusion 

NusA-L3. Aucun clivage du tripeptide n’a pu être observé que ce soit en utilisant la protéine BlaR1 

contenue dans les membranes ou la protéine NusA-L3.  Cela ne signifie pas que la boucle L3 n’a pas 

d’activité métalloprotéasique sur le tripeptide L-Ala-γ-D-Glu-L-Lys mais que cette réaction n’est pas 

possible dans les conditions expérimentales dans lesquelles nous avons réalisé cette expérience. 

 

 

 

  

NusA-L3 +  
Tripeptide 
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2.4. Recherche de BlaR2 

 

Comme mentionné dans l’introduction, le système d’induction de la β-lactamase BlaP devrait 

comporter d’autres protagonistes que le régulateur transcriptionnel BlaI et le senseur/transducteur 

membranaire BlaR1. En effet, le mutant de B. licheniformis, appelé BlaR2
-
, est incapable d’induire la 

β-lactamase BlaP mais ne porte pas de mutation au niveau du divergeon blaP-blaI-blaR. Il est donc 

clair que le locus blaR2 n’est pas lié aux gènes blaP-blaI-blaR mais sa nature et sa position n’ont pas 

encore été identifiées.  

 

2.4.1. Identification du gène BL01303 en tant que nouveau membre du régulon de 

BlaI chez Bacillus licheniformis 

L’éventualité qu’un ou plusieurs nouveaux composants du système de résistance aux 

antibiotiques de B. licheniformis fassent partie du régulon BlaI est un cas de figure envisageable. Chez 

Mycobacterium tuberculosis, il a été montré que la protéine BlaI régule trois locus nucléotidiques en 

plus des locus classiquement connus pour être impliqués dans la résistance aux antibiotiques à noyau 

β-lactame (Sala et al., 2009). Deux de ces locus codent pour des protéines membranaires de fonction 

inconnue. Le troisième code pour une ATP synthase. 

L’identification du gène en aval d’un nouvel élément cis potentiel de BlaI ainsi que la déduction 

de sa fonction présumée permettra d’estimer si celui-ci peut effectivement jouer un rôle dans 

l’induction de la β-lactamase BlaP. Le séquençage et l’annotation du génome de la souche Bacillus 

licheniformis DSM13 rendent la recherche de séquences similaires à celles reconnues par BlaI 

possible. Au cas où la prédiction bioinformatique de nouveaux éléments cis de BlaI identifie un site 

potentiel en amont d’un gène « prometteur », nous envisagerons de valider expérimentalement 

l’appartenance de ce nouveau gène au régulon BlaI et effectuerons les expériences requises pour 

comprendre le rôle de ce nouvel élément dans notre modèle d’induction. 

Pour prédire le régulon de BlaI, nous avons utilisé le programme PREDetector (Prokaryotic 

Regulatory Elements Detector) développé au laboratoire par le Docteur S. Rigali (Hiard et al., 2007). 

Ce programme permet l’identification de séquences similaires à celles reconnues - et déjà validées 

expérimentalement - par une protéine liant l’ADN sur base de la méthode des matrices de scores (cf 

§ 4.20 du chapitre Matériel et méthodes). 

 

2.4.1.1. Création de la matrice de prédiction du régulon BlaI 

L’identification de nouvelles séquences potentiellement reconnues par BlaI commence par la 

construction d’une matrice de scores à partir des trois séquences opératrices identifiées dans la 

région inter-génique entre les gènes blaP et blaI : OP1 (AAAGTATTACATATGTAAGATTTA) et OP2 

(CAAATCTTACAAATGTAGTCTTTG) situées en amont de BlaP et OP3 (AGAGTATTACATTTGTAAGT 

ATAG) en amont de l’opéron blaI-blaR1 (Wittman & Wong, 1988). Une séquence consensus est 

déduite de l’alignement multiple : AAAGTATTACATATGTAAGCTTTG (les résidus en gras sont 
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strictement conservés). Cet alignement est converti en une matrice d’alignement qui pondère 

chaque nucléotide à chacune des positions de l’alignement, sur base de leur fréquence respective 

d’apparition à chacune des positions (figure 2.29). Enfin, la matrice d’alignement est convertie en 

matrice de score où celui-ci reflète, à chaque position j du site opérateur, la fréquence (f) 

d’apparition d’un nucléotide i par rapport à sa distribution naturelle dans le génome de B. 

licheniformis (pi, a priori). La formule de conversion est la suivante : score d’un nucléotide i en 

position j = ln (fij/pi). A chaque séquence opératrice est donc attribué un score qui est la somme des 

scores de chaque nucléotide la composant, ce qui permet de chiffrer la divergence ou la similitude 

d’une séquence par rapport à la séquence consensus optimale. Les scores obtenus par les trois 

séquences utilisées pour générer la matrice sont respectivement 21.64  (OP1),  19.11 (OP2) et 20.18 

(OP3). Ces scores sont fort proches du score de 22.5 obtenu par la séquence consensus. La procédure 

de création d’une matrice est plus amplement détaillée au § 4.20 du chapitre matériel et méthodes. 

La matrice créée et nommée « BlaI2010 » a ensuite été utilisée pour scanner le génome de B. 

licheniformis DSM13 dans le but d’identifier des séquences similaires. 

Dans la session « Regulon Prediction » de PREDetector, les limites de la région régulatrice 

(région présumée contenir des éléments cis fonctionnels) et les limites de co-transcription peuvent 

être définies par l’utilisateur. Nous avons fixé les limites de la région régulatrice à -350 et +40 

nucléotides par rapport au codon d’initiation de la traduction d’un gène. Les limites de co-

transcription ont quant à elles été fixées à -10 et +100 nucléotides par rapport au codon stop d’un 

gène. 

  



 

 

R
é

su
lt

a
ts

 e
t 

d
is

cu
ss

io
n

s 

63 

 

 

 

F
ig

u
re

 2
.2

9
. 

C
ré

a
ti

o
n

 d
e

 l
a

 m
a

tr
ic

e
 p

o
u

r 
la

 p
ré

d
ic

ti
o

n
 d

u
 r

é
g

u
lo

n
 B

la
I.

 A
 :

 A
li

g
n

e
m

e
n

t 
m

u
lt

ip
le

 d
e

s 
3

 s
é

q
u

e
n

ce
s 

o
p

é
ra

tr
ic

e
s 

d
u

 r
é

p
re

ss
e

u
r 

B
la

I 
si

tu
é

e
s 

e
n

tr
e

 

le
s 

g
è

n
e

s 
b

la
P

 e
t 

b
la

I 
e

t 
sé

q
u

e
n

ce
 c

o
n

se
n

su
s 

o
b

te
n

u
e

 s
u

r 
b

a
se

 d
e

 c
e

t 
é

ch
a

n
ti

ll
o

n
 d

e
 s

é
q

u
e

n
ce

. 
B

 :
 M

a
tr

ic
e

 d
’a

li
g

n
e

m
e

n
t 

q
u

i 
re

p
re

n
d

 l
a

 f
ré

q
u

e
n

ce
 

d
’a

p
p

a
ri

ti
o

n
 d

e
 c

h
a

q
u

e
 n

u
cl

é
o

ti
d

e
 à

 c
h

a
q

u
e

 p
o

si
ti

o
n

 d
e

 l
’a

li
g

n
e

m
e

n
t.

 C
 :

 M
a

tr
ic

e
 d

e
 s

co
re

 B
la

I 
q

u
i 

re
p

re
n

d
 l

e
 s

co
re

 a
tt

ri
b

u
é

 à
 c

h
a

q
u

e
 n

u
cl

é
o

ti
d

e
 d

e
 c

h
a

q
u

e
 

p
o

si
ti

o
n

 d
e

 l
’a

li
g

n
e

m
e

n
t.

  

 



 

 

R
é

su
lt

a
ts

 e
t 

d
is

cu
ss

io
n

s 

64 

 

2.4.1.2. Analyse de la prédiction du régulon BlaI chez B. licheniformis 

 

2.4.1.2.1. Détermination de la fiabilité des prédictions 

PREDetector génère des données statistiques sur la nature de la région du chromosome - 

codante ou inter-génique - où ont été identifiées des séquences similaires aux sites opérateurs de 

BlaI. L’analyse de cette distribution est cruciale pour estimer la fiabilité de la prédiction car, en effet, 

la localisation des éléments cis fonctionnels est majoritairement inter-génique, et plus précisément 

dans la région amont d’un gène. Dès lors, il convient de déterminer à partir de quel score les 

séquences identifiées par la matrice BlaI2010 seront biaisées vers ce type de région afin de limiter le 

nombre de faux positifs issus de notre prédiction.  

La figure 2.30 montre la répartition des séquences similaires à OP1-3 jusqu’au score de 5, score 

fixé arbitrairement afin d’avoir une première estimation de la distribution des séquences de type 

opérateur de BlaI en fonction de leur localisation ‘inter-génique’ ou ‘codante’. Les pourcentages des 

régions codantes et non codantes chez B. licheniformis sont respectivement de 85% et 15%. Le seuil 

de détection des sites forts est donc fixé à un score où au moins 85% des séquences opératrices de 

BlaI identifiées se situent dans des régions inter-géniques. Selon le graphique, la limite de détection 

des sites faibles, fixée par convention à un score auquel 50 % des sites identifiés sont localisés dans 

des régions intergéniques, se situe à un score de 7. Le seuil de détection des sites aléatoires est par 

contre fixé à un score auquel 15 % des sites sont localisés dans les régions inter-géniques.  

Jusqu’à un score de 13, la grande majorité des séquences identifiées par le programme se 

situent dans des régions inter-géniques. La probabilité que celles-ci soient effectivement 

fonctionnelles d’un point de vue régulation génique est donc statistiquement élevée. Notre 

prédiction se limitera donc à identifier les séquences ayant un score égal ou supérieur à 13. 

 

Figure 2.30. Représentation graphique des statistiques reprenant le pourcentage des sites prédits 

localisés dans les régions codantes et non codantes et illustration de la détermination des seuils de 

détection des sites « forts » et « faibles » (du point de vue de leur potentialité d’être effectivement 

liés par BlaI) et de distribution aléatoire (pas de préférence pour une région codante ou inter-

génique). 
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2.4.1.2.2. Identification du gène BL01303 comme candidat 

potentiel du régulon BlaI 

Les résultats obtenus pour la prédiction du régulon de BlaI chez B. licheniformis DSM13 sont 

présentés à la table 2.2. En parcourant la liste des gènes possédant dans leur région amont une 

séquence potentiellement reconnue par BlaI, on constate que, outre les gènes du divergeon blaP-

blaI-BlaR1, un seul gène possède un élément cis (AAAATTTTACATATATAAATTTTG) statistiquement 

considéré comme fiable (score supérieur ou égal à 13). Ce gène a été annoté BL01303 et code pour 

une protéine annotée comme « peptidoglycan-binding protein ». Une recherche de similarité 

réalisée à l’aide du programme BlastP (disponible sur le site www.ncbi.nlm.nih.gov), a montré que 

cette protéine est homologue à la protéine YocH qui est une protéine présente chez plusieurs 

bactéries du genre Bacillus. On la retrouve notamment chez Bacilus subtilis (67% d’identité), Bacillus 

pumilus (65% d’identité), Bacillus amyloliquefaciens (62% d’identité), Bacillus coagulans (49 % 

d’identité) et Lysinibacillus sphaericus (43% d’identité). Pour cette raison, la protéine codée par le 

gène BL01303 de B. licheniformis a été nommée « YocH ». Le programme BlastP permet également 

de rechercher, sur base de la séquence en acides aminés, des motifs conservés (figure 2.31). Il a 

permis de mettre en évidence que la protéine YocH de B. licheniformis possède deux motifs LysM 

dans sa partie N-terminale. Ce type de motif est habituellement retrouvé dans les enzymes 

bactériennes impliquées dans la dégradation de la paroi cellulaire (Joris et al., 1992). Dans la partie C-

terminale de la protéine, on retrouve un domaine contenant un motif avec trois résidus aspartates 

conservés. Un tel motif est notamment présent dans le domaine catalytique de la transglycosylase 

lytique de E. coli, MltA (van Straaten et al., 2005). Ainsi, YocH pourrait avoir un rôle à jouer dans la 

dégradation du peptidoglycane et il pourrait donc être impliqué dans la production du coactivateur 

de BlaI. 

 

Figure 2.31. Représentation schématique des motifs conservés de la protéine YocH de B. 

licheniformis. 
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2.4.1.3. BlaI lie la séquence identifiée en amont du gène BL01303 

La capacité de BlaI à lier la séquence identifiée en amont du gène BL01303 a d’abord été 

évaluée par des expériences de retard de migration électrophorétique (ou EMSA pour 

Electrophoretic Migration Shift Assay) en utilisant la protéine BlaI (produite et purifiée par V. Duval 

selon le protocole décrit par P. Filée et ses collaborateurs en 2002 (Filée et al., 2002)) et une sonde 

d’ADN de 24 bp marquée au fluorophore Cy5 qui correspond à la séquence identifiée en amont du 

gène BL01303 (OPBL01303). Lors de nos expériences d’interaction ADN-protéine nous avons utilisé la 

séquence opératrice OP1 située en amont du gène blaP (sonde ADN OPBlaP de 24 bp) comme contrôle 

positif. L’analyse du retard de migration sur gel agarose 1% montre que la protéine BlaI est capable 

de retarder la séquence opératrice OPBL01303 tout comme OPBlaP (figure 2.32a). La faible résolution de 

cette technique nous a amené à envisager une analyse du retard de migration électrophorétique à 

l’aide d’un ALFexpress DNA sequencer (Filée et al., 2001). Cette expérience confirme la liaison 

spécifique de BlaI à cette séquence OPBL01303 et indique également une affinité environ 30 % plus 

faible que celle de la sonde contrôle correspondant à l’opérateur contrôle OPBlaP (figure 2.32b). 

 

Figure 2.32. Validation par EMSA de l’interaction directe entre BlaI et la séquence opératrice située 

en amont du gène BL01303 codant pour la protéine YocH. A : Un mélange contenant l’opérateur 

(0,25 µM) et la protéine (0,1 mg/ml) a été incubé 2 heures à 30°C puis analysé sur gel agarose 1%. La 

Bovine Serum Albumine (BSA) a été utilisée comme témoin négatif. B : Un mélange contenant 

l’opérateur (5.10
-9

M)  et la protéine (5.10
-2

 mg/ml) a été incubé 2 heures à 30°C puis analysé à l’aide 

d’un ALFexpress DNA sequencer. 

L’interaction entre BlaI et OPBL01303 a également été évaluée par des expériences de Dot-Blot. 

Pour cela, nous avons incubé séparément les sondes ADN OPBL01303 et OPBlaP, couplées au fluorphore 

Cy5, avec la protéine BlaI avant de déposer ces mélanges sur deux membranes superposées : une en 

nitrocellulose, qui fixe les protéines, et une en nylon, qui fixe l’ADN. Ainsi, si une protéine se fixe sur 

une sonde marquée, un signal fluorescent sera détecté sur la membrane de nitrocellulose. La figure 

2.33 montre que BlaI fixe l’opérateur de blaP ainsi que la séquence identifiée en amont du gène 

BL01303. 
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Figure 2.33. Analyse par Dot Blot de la liaison de la protéine BlaI aux séquences opératrices 

présentes en amont des gènes blaP et BL01303. OP blaP = séquence opératrice en amont de BlaP 

(OP1) ; OP BL01303 = séquence opératrice en amont de BL01303. Les concentrations utilisées pour 

les sondes nucléotidiques et les protéines sont respectivement 0,25 µM et 0,1 mg/ml. 

 

2.4.1.4. Le gène BL01303 est réprimé par BlaI et induit par les antibiotiques à 

noyau β-lactame  

L’expression du gène BL01303 a été évaluée par des expériences de RT-PCR (Reverse 

Transcriptase Polymerization Chaine Reaction) semi-quantitatives sur de l’ARN total de B. 

licheniformis cultivé en présence ou non de céphalosporine C. Comme expliqué au chapitre 

introduction §1.4.4, lorsqu’il n’y a pas d’antibiotique dans le milieu de culture, la protéine BlaI peut 

se lier à ses séquences opératrices et réprimer l’expression du gène en aval de ces séquences cis. Par 

contre, en présence de l’inducteur (un antibiotique), BlaI est inactivé par la liaison d’un coactivateur 

et ne peut plus jouer son rôle de répresseur.  

Nous avons comparé l’expression de BL01303 avec celles des gènes blaP et blaR1, tous deux 

également régulés par le répresseur BlaI. De plus, deux souches de B. licheniformis ont été étudiées : 

la souche sauvage, B. licheniformis 749I et la souche 749C, dans laquelle le gène blaI est inactivé par 

l’insertion d’un codon stop. Le gène codant pour l’ARN 16s a été choisi comme standard interne. La 

figure 2.34 montre que le gène BL01303 est surexprimé lorsque B. licheniformis 749I est stressé en 

présence de β-lactamine tout comme les gènes blaP et blaR1. De plus, l’expression du gène BL01303 

dans B. licheniformis 749C est similaire en présence ou en absence d’antibiotique, ce qui démontre 

bien que le répresseur BlaI est responsable de sa régulation transcriptionnelle (figure 2.34). 
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Figure 2.34. Validation par RT-PCR de la régulation par BlaI de l’expression du gène BL01303 ainsi que 

les gènes balP et blaR (contrôles positifs). Les expériences de RT-PCR ont été réalisée à l’aide de RNA 

totaux extraits de la souche B. licheniformis 749I (souche sauvage, WT) et du mutant blaI
- 
(la souche 

B. licheniformis 749c) cultivés en milieu LB additionné (induit) ou non (non induit) de céphalosporine 

C. Le RNA 16s a été utilisé comme standard (gène non régulé par BlaI et non induit par la présence de 

céphalosporine C). Pour chaque type d’ARN totaux, des échantillons ont été prélevés après 30, 35 et 

40 cycles d’amplification, puis analysés sur gel agarose 1%. 

                         

 

2.4.1.5. Discussion 

A l’aide du programme PREDetector, nous avons réalisé une prédiction informatique du régulon 

de BlaI sur base des séquences reconnues par ce régulateur et situées dans la région intergénique 

entre les gènes blaI et blaP. Cette prédiction a permis de mettre en évidence le gène BL01303 

comme étant potentiellement régulé par BlaI. Ce gène code pour une protéine homologue à la 

protéine YocH de B. subtilis, une autolysine. Par analogie, la protéine de B. licheniformis a également 

été nommée YocH. 

Il est intéressant de constater que la séquence potentiellement reconnue par BlaI en amont du 

gène BL01303 n’a été retrouvée que chez Bacillus licheniformis et est donc absente des souches de  

Bacillus n’ayant pas d’orthologues de BlaI. Ce constat est un premier élément en faveur d’une 

fonction de cet élément cis au sein du régulon BlaI. 

Plusieurs preuves expérimentales ont permis de valider cette prédiction. En effet, par des 

expériences de retard de migration électrophorétique et des expériences de dot blot, nous avons 

montré que la protéine BlaI est capable de lier la séquence ADN identifiée en amont du gène 

BL01303, bien que cette liaison semble être plus faible de la liaison de BlaI à son opérateur OP1 

(situé devant le gène blaP). De plus, des expériences de RT-PCR ont montré que dans la souche 

sauvage B. licheniformis 749I, le gène BL01303 est induit en présence d’antibiotiques à noyaux β-

lactame dans le milieu de culture, tout comme les gènes blaR1 et blaP. Par contre, pour la souche B. 
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licheniformis 749C, dans laquelle le gène blaI a été muté, la présence d’antibiotiques n’a pas d’effet 

sur la transcription des gènes blaP, blaR et BL01303.  

Notons que si la séquence de l’opérateur OP1 de B. licheniformis DSM13 est pratiquement 

identique à celle de l’opérateur OP1 de B. licheniformis 749I (23 résidus conservés sur 24), il n’en va 

pas de même pour les opérateurs OP2 et OP3. Les opérateurs OP2 des souches DSM13 et 749I ont 21 

résidus en commun sur 24 et les opérateurs OP3 de ces deux souches ne conservent que 18 résidus 

sur 24. Ceci explique les scores attribués par le programme PREDetector pour chacune des séquences 

opératrices de la souche DSM13 : 20.63 pour OP1, 17.01 pour OP2 et 14.7 pour OP3. Les scores 

attribués à la souche DSM13 sont plus éloignés de la séquence consensus que ceux de B. 

licheniformis 749I. En effet, pour cette souche, les scores des éléments cis correspondant à OP1, OP2 

et OP3 sont respectivement de 21.64, 19.11 et 20.18. La séquence identifiée en amont du gène 

BL01303 de B. licheniformis DSM13 a obtenu un score de 14.58. Ce score est très proche du score de 

OP3, ce qui est en faveur d’un élément reconnu par BlaI mais qui peut aussi expliquer pourquoi la 

liaison de BlaI à OPBL01303 est 30% plus faible que celle à OPBlaP.  

Dans la littérature, il a été décrit que l’expression du gène yocH chez B. subtilis est 

spécifiquement activée par la protéine YycF (Howell et al., 2003). Cette protéine forme avec la 

protéine histidine kinase YycG un système à 2 composants qui permet la régulation de gènes 

impliqués dans le métabolisme de la paroi cellulaire et la synthèse de protéines membranaires. A 

l’aide du programme BlastP, il a été montré que ces protéines sont également présentent chez B. 

licheniformis et pourraient également être impliquées dans la régulation de la protéine YocH dans 

cette souche. 

Une prédiction du régulon de YycF chez B. licheniformis a été réalisée grâce au programme 

PREDetector. Pour cela, nous avons créé une matrice de scores sur base de 3 séquences reconnues 

par YycF de B. subtilis : une située devant le gène ftsA (TGTTACACACTTGTAAA ; score = 13,49), une 

située devant le gène yocH (TGTAAAGGAACTGTAAT ; score = 12,92) et une située devant le gène yycF 

(TGTTATATAGATGAAAT ; score = 13,07) (Howell et al., 2003) (Shah & Dworkin, 2010).  Parmi les 

résultats de la prédiction du régulon de YycF chez B. licheniformis (table 2.3), on remarque la 

présence d’une séquence en amont du gène BL01303 avec un score de 10,82.  

Chez B. subtilis, l’expression de la protéine YocH est également induite par la présence de 

muropeptides via un processus impliquant la Ser/Thr kinase membranaire PrkC (Shah & Dworkin, 

2010). Le modèle proposé est que la protéine YocH, sécrétée dans le milieu extracellulaire, digèrerait 

le peptidoglycane. Les muropeptides digérés se lieraient à la kinase membranaire PrkC. Cette liaison 

induirait le gène yocH via une voie inconnue qui pourrait avoir lieu en parallèle avec le système à 

deux composants YycFG et résulterait en une production additionnelle de la protéine YocH.   

Au vu de nos résultats, chez B. licheniformis, le gène yocH serait réprimé par le régulateur BlaI. 

Cela n’empêche pas qu’il pourrait également être induit par le système YycFG et/ou la protéine PrkC 

(également présents chez B. licheniformis).  
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# Gene Name Fonction Sequence Score Position 

Co-

transcr. 

gene 

Function 

1 
BL02250, 

ftsA 
cell-division protein tgttacacacttgtaaa 13.49 -89 BL02251 

cell-division initiation 

protein 

3 
BL01793c, 

ycdA 
putative lipoprotein tgttatgtaaatgaaaa 11.93 -49 - - 

4 BL01685, chi 

conserved protein, 

Glycoside Hydrolase 

Family 18 

tgtaaaggagatgaaaa 11.78 -10 - - 

5 
BL00125, 

yrhL 
ABC transporter tttacaactttgtaaca 11.76 -186 - - 

6 BL07003 hypothetical protein attacatttttgttaca 11.55 -9 - - 

7 
BL01793c, 

ycdA 
putative lipoprotein atttcatttatctaaca 11.34 -127 - - 

8 BL05215c hypothetical protein attacatttctttaact 11.18 -350 - - 

9 
BL03162c, 

cspB 

major cold-shock 

protein 
attacaactgctaaaca 11.03 -163 - - 

12 BL01303c 
Peptidoglycan-binding 

protein 
attacagttgttttacg 10.82 -115 - - 

13 
BL00908, 

lmrB 
drug-export protein tgaaatatacctgtaat 10.82 -330 - - 

18 
BL00651c, 

sigX 

RNA polymerase 

ECF(extracytoplasmic 

function)-type sigma 

factor (sigma-X) 

attacaactatattacg 10.61 -78 - - 

20 
BL01032, 

rplO 
ribosomal protein L15 tgttaaagaactttaaa 10.58 -46 BL01031 

preprotein 

translocase subunit 

25 
BL00030c, 

rapA 

response regulator 

aspartate phosphatase 
attacctttattttaca 10.4 -208 - - 

27 

BL02444, 

alsR 

transcriptional 

regulator (LysR family) 
tgtaaaacgactgaaat 

10.25 

-43 - - 

BL02480c, 

alsS 

alpha-acetolactate 

synthase (pH6) 
tgtaaaacgactgaaat -135 - - 

31 

BL01620 hypothetical protein tgttacacaattgataa 

10.25 

-268 - - 

BL01633c, 

slp 

small peptidoglycan-

associated lipoprotein 
tgttacacaattgataa -125 - - 

32 BL05018c hypothetical protein tgttaagggaatgtaaa 10.25 -115 - - 

35 BL01517c LCI-like cystabiotic atttcatttctatttca 10.04 -42 - - 

37 BL05018c hypothetical protein tgttaagttattgtaaa 10.04 -146 - - 

38 
BL00839, 

pckA 

phosphoenolpyruvate 

carboxykinase 
tgttatacacattaaaa 10.01 -39 - - 

Table 2.3. Tableau de résultats de la prédiction du régulon YycG chez B. licheniformis DSM13 

affichant la liste des séquences cibles potentielles du régulateur YycF situées dans les régions 

régulatrices. 
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2.4.2. Etude de l’autolysine YocH de B. licheniformis 

La protéine YocH semble avoir un rôle à jouer dans la dégradation de la paroi bactérienne et 

pourrait donc avoir une activité d’autolysine. Comme nous l’avons montré, cette protéine pourrait 

être régulée par BlaI. Pour ces raisons, il est possible qu’elle soit impliquée dans l’induction de la β-

lactamase BlaP et plus particulièrement dans les premières étapes de la formation du pro-

coactivateur de BlaI, c'est-à-dire le tripeptide L-Ala-γ-D-glu-m-DAP.  

 

2.4.2.1. Comparaison  de la séquence du gène BL01303 de B. licheniformis 

749I avec celle du mutant BlaR2
-
 

Le gène BL01303, codant pour la protéine YocH, n’est pas lié au divergeon blaP-blaI-blaR et 

représente donc un candidat potentiel pour être le locus blaR2. Nous avons donc amplifié par PCR le 

gène BL01303 de la souche sauvage (B. licheniformis 749I) et de la souche mutante pour BlaR2 à 

l’aide des oligonucléotides BL01303_UP et BL01303_RP (cf. §4.7.7). Nous avons fait séquencer ces 

amplifications et nous les avons comparées. Il s’est avéré que la séquence du gène BL01303 est 

identique dans ces deux souches. Ce gène n’est donc pas le locus blaR2. 

 

2.4.2.2. Phénotype du mutant YocH- 

Nous avons comparé les charactéristiques de la souche sauvage B. subtilis 168 avec celle de la 

souche mutante B. subtilis BFS673 qui est une souche dérivée de B. subtilis 168 dans laquelle le gène 

BL01303 a été inactivé. Elle nous a été fournie par le laboratoire de M. Hecker de l’Université de 

Greifswald. Aucune différence n’a été observée entre ces deux souches pour le temps de génération 

lorsque les cellules sont cultivées dans du milieu LB ou BH et aucun changement de morphologie n’a 

été observé par microscopie à contraste de phase (figure 2.35), ce qui indique que la protéine YocH 

n’est pas essentielle pour la croissance cellulaire dans nos conditions expérimentales. 

 

Figure 2.35. Photographie de B. subtilis 168 (BS 168) et B. subtilis yocH
-
 (BS yocH

-
) observés par 

microscopie à contraste de phase. 
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La vitesse d’autolyse, après que les cellules aient été centrifugées et resuspendues dans du 

tampon physiologique (NaCl 0,9 %), a été analysée pour le mutant yocH
-
 et la souche sauvage (figure 

2.36). Il apparaît que l’inactivation du gène codant pour la protéine YocH n’affecte pas 

significativement le profil d’autolyse.  

 

Figure 2.36. Vitesse d’autolyse de B. subtilis yocH
-
 comparée à celle de B. subtilis 168.  

 

2.4.2.3. Effet de l’inactivation du gène BL01303 sur l’induction de la β-

lactamase BlaP 

La souche B. subtilis BFS673 (yocH
-
) a été transformée par le pDML995 et la souche 

recombinante a été nommée BS995 yocH
-
. Sa capacité à induire la production de β-lactamases a 

ensuite été testée au cours du temps et comparée avec celle de la souche BS995 (B. subtilis 168 

transformée par le pDML995). Comme le montre la figure 2.37, les courbes de croissance des deux 

souches sont semblables, que ce soit en présence ou non d’antibiotiques. La mutation du gène 

BL01303 n’affecte que peu l’induction de BlaP mais l’effet semble s’intensifier après 5 heures 

d’induction.  
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Figure 2.37. Comparaison de la courbe de croissance (A) et de la quantité de β-lactamase produite 

par litre et par unité de densité cellulaire (B) pour la souche BS995 yocH
- 
et la souche  sauvage BS995. 

(○) BS995 non-induit; (●) BS995 induite ; (□) BS995 yocH
-
 non induit ; (   ) BS995 yocH

-
 induit. 
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2.4.2.5. Construction de vecteurs pour la production de la protéine YocH 

Dans le but de produire la protéine YocH chez E. coli, nous avons construit trois vecteurs dérivés 

du pET. Le premier pourrait permettre de produire la protéine fusionnée à une étiquette HisTag à 

son extrémité C-terminale (le pET22b-BL01303). Le deuxième, le pET28a-BL01303, contient une 

séquence codante pour YocH avec une étiquette HisTag à chacune de ses extrémités. Le dernier 

vecteur permettrait de produire la protéine avec une étiquette StrepTag à son extrémité N-terminale 

et une étiquette HisTag à son extrémité C-terminale (le pET52b-BL01303). Pour cela, le gène codant 

pour YocH a tout d’abord été amplifié, à partir du génome de B. licheniformis à l’aide des paires 

d’oligonucléotides suivantes : BL01303Nde5’ et BL01303SacI3’open pour la première PCR et 

BL01303SalI5’ et BL01303SacI3’open pour la seconde PCR (cf § 4.7.8). 

Le produit de la PCR 1 a été cloné dans le pGem T-Easy, puis transféré dans le pET28a ou dans le 

pET22b à l’aide des sites de restrictions NdeI et SacI introduits par les oligonucléotides. Les vecteurs 

résultants ont respectivement été nommés pET28a-BL01303 et pET22b-BL01303. Le produit de la 

seconde PCR, après avoir été cloné dans le pGem-T-Easy, a été transféré dans le pET52b grâce aux 

sites de restriction SalI et SacI. Ce vecteur de production a été appelé pET52b-BL01303 (figure 2.38). 

Toutes les constructions ont été vérifiées par séquençage. 

 

2.4.2.6. Production et purification de YocH 

Pour produire la protéine YocH, nous avons transformé la souche E. coli BL21 DE3 par le pET22b-

BL01303, le pET28a-BL01303 ou le pET52b-BL01303. Ces souches transformées ont été cultivées à 

37°C en milieu LB additionné de kanamycine 50 µg/ml (pET28a) ou d’ampicilline 100 µg/ml (pET22b 

et pET52b). Lorsque l’A
600

 de chaque culture a atteint une valeur de 0,8, la production a été induite 

par l’ajout d’IPTG (1 mM final) et les cultures ont été placées à 37°C pendant trois heures 

supplémentaires. Les fractions solubles et insolubles d’échantillons prélevés toutes les heures ont été 

séparées par centrifugation (2 minutes à 6000 g) après une étape de sonication. L’analyse par SDS-

PAGE 12% de ces échantillons montre que les souches transformées par le pET22b-BL01303 et le 

pET28a-BL01303 permettent une faible surproduction de la protéine YocH, mais que la souche 

transformée par le pET52b-BL01303 a permis de produire une quantité importante de la protéine 

YocH sous forme soluble (figure 2.39). 

La protéine YocH produite par la souche E. coli BL21/pET52b-BL01303 est fusionnée à une 

étiquette Streptag à son extrémité N-terminale. La purification de cette protéine a donc été réalisée 

par chromatographie d’affinité à l’aide d’une colonne Streptactin superflow de 5 ml (Novagen) (cf § 

4.9.9). La fraction soluble de la culture a été chargée sur la colonne préalablement équilibrée par du 

tampon de lavage. La colonne a ensuite été lavée par 50 ml du même tampon. L’élution a été 

réalisée par 24 ml de tampon d’élution (12 fractions de 2 ml). Les fractions récoltées ont été 

analysées par SDS-PAGE 12% (figure 2.40). Le rendement de cette production/purification est de 20 

mg de protéine pure à plus de 90 % par litre de culture. L’échantillon contenant la protéine YocH 

purifiée a ensuite été dialysé contre un tampon Tris 100 mM pH 8 NaCl 150 mM EDTA 1 mM, afin 

d’éliminer la desthiobiotine contenue dans le tampon d’élution. 
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Figure 2.38. Stratégie de construction des vecteurs de production de la protéine YocH dans E. coli : le 

pET22b-BL01303, le pET28a-BL01303 et le pET52b-BL01303. Le gène BL01303, codant pour la 

protéine YocH, a été amplifié par PCR puis inséré dans le pGEM T-Easy. A l’aide des sites de 

restriction SacI et NdeI ou SacI et SalI. Le gène BL01303 a été purifié du pGEM T-Easy et ensuite cloné 

dans un vecteur pET.   
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Figure 2.39. Analyse par SDS-PAGE 12 % des fractions solubles et insolubles des échantillons prélevés 

lors des tests de production de la protéine YocH par les souches de E. coli transformées par le 

pET22b-BL01303 (A), le pET28a-BL01303 (B) ou le pET52b-BL01303 (C). Chaque culture a été induite 

pour l’ajout d’IPTG (1 mM final). M : marqueur de masse moléculaire. 

 
Figure 2.40. Analyse par SDS-PAGE 12% des fractions récoltées lors de la purification de YocH sur 

colonne StrepTactin.  M : marqueur de masse moléculaire ; CH : charge ; NF : non fixé ; L : fraction de 

lavage ; E1 à 10 : fractions d’élution. 
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2.4.2.7. Etude de l’activité de YocH 

 

L’analyse bioinformatique de la séquence de la protéine YocH ayant montré qu’elle pourrait 

avoir une activité d’autolysine, nous avons tenté de le démontrer. 

 

2.4.2.7.1. Analyse de l’activité de YocH par zymogramme 

La capacité de la protéine YocH à digérer le peptidoglycane a tout d’abord été testée à l’aide 

d’un gel SDS 12 % contenant du peptidoglycane. Le gel a été incubé dans une solution de 

renaturation puis coloré au bleu de méthylène et décoloré dans l’eau. Les parties du gel où le 

peptidoglycane a été dégradé sont décolorées alors que le reste du gel est bleu. La figure 2.41 

montre qu’au niveau de la protéine YocH, le peptidoglycane a été digéré tout comme pour le 

contrôle positif (la mutanolysine) alors qu’au niveau du contrôle négatif (BlaRE213Q), on ne distingue 

pas de halo d’hydrolyse. La protéine YocH aurait donc une activité qui permet d’hydrolyser le 

peptidoglycane.  

 

Figure 2.41. Analyse sur gel SDS-PAGE 12% contenant du peptidoglycane de l’activité de la protéine 

YocH de B. licheniformis. M : marqueur de masse moléculaire ; Mut : mutanolysine (contrôle positif) ; 

BlaRE213Q : protéine BlaR1 portant la mutation E213Q (contrôle négatif). 

 

2.4.2.7.2. Test de fixation de YocH au peptidoglycane 

Sachant que la séquence de YocH présente deux motifs LysM, qui sont caractéristiques des 

protéines interagissant avec le peptidoglycane, nous voulions tester la capacité de la protéine à fixer 

le peptidoglycane. Pour cela, la protéine YocH a été incubée avec du peptidoglycane insoluble. Le 

peptidoglycane a ensuite été lavé successivement à l’eau milliQ, avec une solution de NaCl 5M, avec 

une solution de SDS 10% et a ensuite été dégradé par sonication accompagnée d’un traitement à la 

mutanolysine (cf § 4.16 du chapitre Matériel et méthodes). A chaque étape, un échantillon a été 

prélevé et analysé par SDS-PAGE afin de déterminer quelle condition libère la protéine YocH du 

peptidoglycane et d’estimer ainsi la liaison entre ces deux composés. Il apparaît que la protéine YocH 
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(environ 30 kDa) semble n’être libérée du peptidoglycane qu’après traitement au SDS et à la 

mutanolysine (figure 2.42). Cette protéine interagirait donc fortement avec le peptidoglycane. 

 

Figure 2.42. Test de fixation de YocH au peptidoglycane. Analyse par SDS-PAGE des fractions 

récoltées après lavage à l’eau milliQ (1), avec une solution de NaCl 5M (2), avec une solution de SDS 

10% (3) et traitement par sonication accompagné d’un traitement à la mutanolysine (4) d’une 

solution contenant du peptidoglycane et la protéine YocH. M = marqueur de masse moléculaire. 

 

2.4.2.7.3. Analyse par HPLC des produits de la dégradation du 

peptidoglycane par YocH 

L’activité de la protéine YocH a également été testée sur du peptidoglycane purifié insoluble 

remis en suspension dans un tampon phosphate 20 mM pH 6,8. Après une nuit d’incubation à 37°C, 

les produits de dégradation du peptidoglycane ont été analysés par HPLC sur une colonne Nucléosil 

100-3 C18 (Macherey-Nagel) (cf § 4.17). L’ensemble du processus chromatographique a été suivi par 

mesure d’absorbance à 210 nm. La digestion du peptidoglycane par la mutanolysine a également été 

analysée dans les mêmes conditions en tant que témoin positif.  

Il apparaît que la protéine YocH n’est capable de dégrader le peptidoglycane qu’en présence de 

MgCl2 (figure 2.43). Les produits de cette réaction sont élués avec une concentration en acétonitrile 

très faible, ce qui correspond à des produits de dégradation peu polaire et de petite taille. Le 

chromatogramme obtenu pour l’échantillon contenant YocH est nettement différent de celui obtenu 

pour l’échantillon contenant la mutanolysine. Ces deux enzymes n’ont donc pas la même spécificité.  
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Figure 2.43. Analyse par HPLC de la dégradation du peptidoglycane par YocH en présence (A) ou non 

de MgCl2 (B). Le peptidoglycane insoluble non digéré a également été analysé comme témoin négatif 

(C) et la digestion du peptidoglycane par la mutanolysine a été analysée en tant que témoin positif 

(D). Les pics annotés 1, 2 et 3 sont ceux correspondant aux fractions qui ont été analysées par 

spectrométrie de masse. 

1 

2 
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De plus, si le peptidoglycane est tout d’abord digéré par YocH et que l’on ajoute au mélange 

réactionnel la mutanolysine, le chromatogramme obtenu après analyse HPLC est fort similaire à celui 

obtenu lors de la digestion par YocH seul (figure 2.44A). Les fragments de peptidoglycane générés 

par YocH ne sont donc pas des substrats de la mutanolysine. Inversement, une première digestion 

par la mutanolysine génère des fragments de peptidoglycane qui ne semblent pas être des substrats 

de YocH (figure 2.44b). La digestion du peptidoglycane simultanément par les deux enzymes donne 

un profil de substrat équivalent à celui de la mutanolysine (figure 2.44C). Cette dernière serait donc 

plus active que YocH dans nos conditions expérimentales. 

Le contenu des pics 1, 2 et 3 (voir figure 2.43A) a été récolté et envoyé à D. Blanot au laboratoire 

des Enveloppes Bactériennes et Antibiotiques de l’Université Paris-Sud pour une analyse de la 

composition en acides aminés et une analyse par spectrométrie de masse (MALDI-TOF). 

Malheureusement, le spectre de masse montre beaucoup de bruit de fond et aucune information 

pertinente n’a pu en découler. L’analyse de la composition en acides aminés a donné les résultats 

suivants : 

- Le pic 1 : Gly 297 pmol + bruit de fond d’acides aminés 

- Le pic 2 : MurNAc 49 pmol, Glu 117 pmol, Ala 100 pmol, DAP 72 pmol, GlcNac 172 pmol 

(+ Gly 30 2pmol) 

- Le pic 3 : MurNAc 23 pmol, Glu 83 pmol, Ala 99 pmol, DAP 74 pmol, GlcNac 103 pmol 

(+Gly 121 pmol) 

Ces résultats confirment que la protéine YocH hydrolyse le peptidoglycane mais ne nous permettent 

pas de déterminer quelle liaison est clivée. 
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Figure 2.44. Analyse par HPLC de la dégradation du peptidoglycane par YocH et/ou la mutanolysine. 

A : Digestion par YocH puis par la mutanolysine ; B : Digestion par la mutanolysine puis par YocH ; C : 

Digestion simultanément par YocH et la mutanolysine. 
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2.4.2.9. Discussion 

 

Chez B. lichenifromis, la protéine YocH, codée par le gène BL01303, semble faire partie du 

régulon de BlaI. Bien qu’elle ne soit pas la mystérieuse protéine BlaR2, elle pourrait intervenir dans le 

mécanisme d’induction de BlaP. Notre hypothèse était qu’elle pourrait être impliquée dans la 

production de fragments de peptidoglycane qui donneraient lieu au pro-coactivateur de BlaI.  

Le fait que l’inactivation du gène BL01303, n’affecte que peu le phénotype d’induction de BlaP 

montre cependant que cette protéine ne serait pas la seule source de pro-coactivateur. Cependant, il 

est à noter que l’effet de l’inactivation de BL01303 sur le phénotype d’induction de BlaP est croissant 

au court du temps. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que la première source de fragments de 

peptidoglycane est celle obtenue par le turn over habituel de la cellule. Une fois cette source 

épuisée, c’est l’activité autolytique de YocH qui permettrait de dégrader le peptidoglycane.  

Lors de ce travail, la protéine YocH de B. licheniformis a été produite et purifiée et son activité a 

été étudiée. Cette protéine est capable de se fixer au peptidoglycane et de libérer des muropeptides 

à partir de celui-ci. 
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2.4.3. Etude de l’opéron ykfABCD 

Lorsqu’un antibiotique à noyau β-lactame est présent dans le milieu extérieur, le répresseur BlaI 

est inactivé afin de permettre la transcription de la β-lactamase BlaP. Cette inactivation serait due à 

la liaison du dipeptide γ-D-Glu-m-DAP (Amoroso et al., 2012). Ce coactivateur de BlaI pourrait être 

généré par l’activité métalloprotéasique de la boucle L3 activée, à partir d’un fragment de 

peptidoglycane. Ce dernier pourrait être produit par l’action des autolysines qui hydrolysent le 

peptidoglycane de la paroi et qui sont plus actives lorsqu’il y a un stress cellulaire dû à la présence de 

l’antibiotique. Bien qu’il n’existe pas de mécanisme de recyclage du peptidoglycane chez les bactéries 

à Gram positif, il n’est pas exclu que des fragments de peptidoglycane puissent entrer dans la cellule 

par l’intermédiaire des oligopeptides perméases et soient ainsi présents en faible concentration dans 

le cytoplasme. La recherche, dans le génome des souches de B. subtilis et B. licheniformis, de gènes 

de fonction inconnue et qui pourraient être homologues à des enzymes qui dégradent ou 

interagissent avec le peptidoglycane, a permis de mettre en évidence l’opéron ykfABCD. En effet, les 

gènes formant cet opéron pourraient intervenir dans la dégradation et le transport vers le 

cytoplasme de fragments de peptidoglycane. Le produit du gène ykfA (234 a.a.) est homologue à la 

L,D-carboxypeptidase LdcA de E. coli qui hydrolyse le tétrapeptide L-Ala-γ-D-Glu-m-DAP-D-Ala en L-

Ala-γ-D-Glu-m-DAP. YkfB (326 a.a.) est une L-Ala-D/L-Glu isomérase (Schmidt et al., 2001, Gulick et 

al., 2001). La protéine YkfC (296 a.a.) est une endopeptidase qui clive la liaison D-Glu-m-DAP 

(Schmidt et al., 2001, Gulick et al., 2001). Enfin, YkfD (327 a.a.) contient les motifs caractéristiques 

d’un domaine ATPase d’un ABC transporteur.  

 

2.4.3.1. Comparaison de la séquence de l’opéron ykfABCD de B. licheniformis 

749I avec celle du mutant BlaR2
-
 

L’opéron ykfABCD pourrait être le locus contenant le gène blaR2 non encore identifié. Afin de le 

déterminer, nous avons amplifié et séquencé la région codant pour cet opéron chez B. licheniformis 

749I et chez la souche mutante BlaR2
-
 et nous avons comparé les séquences obtenues pour chaque 

souche. Les oligonucléotides utilisés sont repris au paragraphe 4.7.4. Nous n’avons relevé aucune 

différence, ni dans un des 4 gènes qui constituent l’opéron, ni dans la région promotrice. Cet opéron 

ne contient pas le locus « blaR2 ». Néanmoins, cela n’exclut pas que cet opéron pourrait interférer 

avec le mécanisme d’induction de la β-lactamase car il pourrait être impliqué dans la dégradation 

et/ou le transport du pro-coactivateur de BlaI.  

 

2.4.3.2. Inactivation des gènes de l’opéron ykfABCD chez B. subtilis 

Afin de savoir si l’opéron ykfABCD est important pour l’induction de la β-lactamase BlaP, nous 

avons entrepris l’inactivation de ces gènes chez B. subtilis, souche permettant l’étude de l’induction 

de la β-lactamase BlaP lorsqu’elle est transformée par le pDML995 contenant le divergeon blaP-blaI-

blaR1 de B. licheniformis.  

Pour inactiver chaque gène de l’opéron, nous avons construit 4 vecteurs dérivés du pDML2523 

(Brans et al., 2004). Un schéma récapitulatif de l’inactivation est détaillé à la figure 2.45. 
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Figure 2.45. Schéma représentant la stratégie utilisée pour l’inactivation des gènes de 

l’opéron ykfABCD chez B. subtilis. Pour plus de détails, voir dans le texte. 

 

pDML2523-ykfx 
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Tout d’abord, les extrémités 3’ et 5’ de chaque gène ont été amplifiées grâce aux 

oligonucléotides décrits dans le tableau des oligonucléotides synthétiques (cf § 4.7.5). Les 

oligonucléotides -5’UP et -3’RP possèdent une « queue flottante » et sont complémentaires, ce qui 

permet d’obtenir deux produits PCR avec des « bouts collants ». Ensuite, ces deux fragments sont 

assemblés par PCR en utilisant les oligonucléotides -3’UP et -5’RP (figures 2.45). Ce troisième produit 

PCR est ensuite cloné dans le pGEM-T Easy. Les sites BamHI et EcoRV, introduits grâce aux 

oligonucléotides -3’UP et -5’RP, permettent l’excision de l’insert du pGEM et son insertion dans le 

pDML2523. Un site de restriction EcoRI  a été introduit, entre les parties 3’ et 5’ du produit PCR 3, 

grâce aux oligonucléotides -5’UP et -3’RP. Chaque vecteur obtenu est linéarisé en EcoRI et utilisé 

pour transformer la souche BS1541. Ces plasmides dérivés du pDML2523 contiennent une cassette 

composée du gène blaI, du gène de résistance à la spectinomycine et de deux courtes séquences 

répétées inverses, chacune située aux extrémités de la cassette. La souche BS1541 est une souche 

dérivée de B. subtilis 168, où le promoteur du gène lysA a été remplacé par le promoteur du gène 

blaP de B. licheniformis (Brans et al., 2004). Ainsi, après l’intégration d’un des plasmides construits 

dans le chromosome de cette souche par recombinaison homologue et sélection positive pour la 

résistance à la spectinomycine, cette souche devient auxotrophe pour la lysine. La cassette BlaI peut 

être excisée par une simple recombinaison entre les deux séquences répétées inverses.  

Malheureusement, seul le gène ykfD a pu être inactivé par cette méthode. La souche de B. 

subtilis dans laquelle le gène ykfD a été inactivé a été nommée BS1541ykfD
-
. 

 

2.4.3.3. Effet de l’inactivation du gène ykfD sur l’induction de BlaP 

Afin de déterminer l’effet de l’inactivation du gène ykfD sur l’induction de la β-lactamase BlaP, la 

souche de B. subtilis BS1541ykfD
- 
a été transformée par le pDML995 afin d’y introduire le divergeon 

blaP-blaI-blaR1. La production de β-lactamases de cette souche a été déterminée et comparée à celle 

de B. subtilis 168 transformée par le même plasmide (BS995) (Figure 2.46). Il apparaît que la souche, 

dans laquelle le gène ykfD a été inactivé, présente un retard d’environ une heure pour l’initiation de 

l’induction de la β-lactamase par rapport à la souche sauvage.  
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Figure 2.46. Comparaison de la quantité de β-lactamases produite par litre et par unité de densité 

cellulaire par la souche BS1541ykfD
-
995 avec celle produite par la souche sauvage BS995. (○) BS995 

non-induit; (●) BS995 induite ; (□) BS1541ykfD
-
995 induit ; (   ) BS1541ykfD

-
995 induit.  

 

 

2.4.3.4. Effet de l’inactivation des gènes de l’opéron ykfABCD sur l’induction 

de BlaP 

Les souches de B. subtilis BFS1807, BFS1808, BFS1809 et BFS1810 dans lesquelles les gènes ykfA, 

ykfB, ykfC et ykfD, respectivement, ont été inactivés, nous ont été fournies par le laboratoire de 

Kevin Devin du Trinity College à Dublin. Dans ce cas-ci, l’inactivation des gènes a été réalisée par 

l’insertion  d’un plasmide dérivé du pMutin2 contenant notamment une résistance à l’érythromycine 

et un promoteur Pspac inductible à l’IPTG. Avec cette méthode, le fragment inséré ne peut pas être 

retiré mais le promoteur introduit permet l’expression, en présence d’IPTG, des gènes de l’opéron en 

aval du gène interrompu (Vagner et al., 1998). Ces souches ont été vérifiées par PCR en utilisant un 

oligonucléotide complémentaire au promoteur Pspac et un autre complémentaire à une séquence 

située en aval du gène inactivé (figure 2.47) (cf § 4.7.5). 

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

0 1 2 3 4

β
-l

a
ct

a
m

a
se

 (
m

g
/l

/A
6

0
0

n
m

)

Temps (heures)



 

 

R
é

su
lt

a
ts

 e
t 

d
is

cu
ss

io
n

s 

88 

 

 

Figure 2.47. Schéma représentant les oligonucléotides utilisés pour réaliser une PCR afin de vérifier 

l’inactivation des gènes ykfA, ykfB, ykfC ou ykfD, respectivement dans les souches BFS1807, BFS1808, 

BFS1809 et BFS1810. 

Ces souches mutantes de B. subtilis ont été transformées par le pDML995 afin d’y introduire le 

divergeon blaP-blaI-blaR1. Ces souches transformées ont été nommées comme suit :  

• BS995 ykfA
-
 = souche BFS1807 (ykfA

-
) transformée par le pDML995 

• BS995 ykfB
-
 = Souche BFS1808 (ykfB

-
) transformée par le pDML995 

• BS995 ykfC
- 
= Souche BFS1809 (ykfC

-
) transformée par le pDML995 

• BS995 ykfD
-
 = Souche BFS1810 (ykfD

-
) transformée par le pDML995 

Afin de déterminer l’effet de l’inactivation des gènes de l’opéron ykfABCD sur l’induction de la β-

lactamase BlaP, nous avons comparé la production de β-lactamases de ces souches avec celle de B. 

subtilis 168 transformée par le pDML995 (BS995).  

Les cultures ont été réalisées en présence ou non d’IPTG. En présence d’IPTG, les gènes sous le 

contrôle du promoteur Pspac sont exprimés (ykfA
-
, ykfB

-
, ykfC

-
, ykfD

-
). Par contre, sans ajout d’IPTG 

dans le milieu de culture, les gènes sous le contrôle du Pspac sont réprimés (ykfABCD
-
, ykfBCD

-
, 

ykfCD
-
) (figure 2.48).  

Les résultats obtenus montrent que l’inactivation de ykfA ou ykfB affecte l’induction de BlaP en 

réduisant la quantité de β-lactamases produite d’un facteur de 2 et 1,5 respectivement. L’effet 

négatif de l’inactivation de ykfA et ykfB confirme que ces enzymes impliquées dans la dégradation du 

peptidoglycane affectent l’induction de BlaP. L’inactivation de ykfC ne semble pas avoir d’effet sur le 

mécanisme d’induction alors que le mutant ykfD
-
 présente un retard d’environ une heure pour 

l’initiation de l’induction de la β-lactamase. Le profil d’induction obtenu pour la souche BS995 ykfD
-
 

est comparable à celui obtenu pour la souche BS1541ykfD
-
 transformée par le pDML995. Les deux 

méthodes d’inactivation semblent donc être équivalentes.  

On n’observe pas de différence significative entre la quantité de β-lactamases produite par ces 

mutants en présence ou non d’IPTG. Ceci peut-être expliqué par le fait que le promoteur Pspac 

pourrait avoir des fuites et permettre une expression résiduelle même en absence d’IPTG (Vagner et 

al., 1998) (Kobayashi et al., 2003). 
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Figure 2.48. Comparaison avec la souche sauvage BS995 de la quantité de β-lactamases produite par 

litre et par unité de densité cellulaire des souches de B. subtilis dont les gènes de l’opéron ykfABCD 

ont été inactivés par insertion d’un pMutin. A : BS995 ykfA
-
 ; B : BS995 ykfB

- 
; C : BS995 ykfC

-
 ; D : 

BS995 ykfD
-
, en présence ou non d’IPTG. (○) BS995 non-induit ; (●) BS995 induite ; (□) mutant non 

induit ; (   ) mutant induit.  
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2.4.3.5. Complémentation du mutant ykfA- 

Afin de vérifier que l’effet observé sur l’induction est bien dû à l’inactivation du gène et pas à 

l’insertion d’une séquence génomique exogène dans le génome de la bactérie, nous avons entrepris 

la complémentation du gène ykfA dans la souche BFS1807. Pour cela, nous avons construit le 

plasmide pDML1549-ykfA, dérivé du pDML1549 (Brans et al., 2004), qui permettra d’insérer le gène 

ykfA à la place du gène non essentiel amyE de B. subtilis qui code pour une α-amylase (figure 2.50). 

Le gène ykfA a été amplifié à partir du DNA génomique de B. subtilis 168 à l’aide des 

oligonucléotides ykfASmaI5’ et ykfASmaI3’ (cf § 4.7.5). Le produit PCR a ensuite été cloné dans le 

pGEM-T Easy. Les sites de restriction SmaI, introduits à chaque extrémité du gène grâce aux 

oligonucléotides, permettent l’excision de l’insert. Le pDML1549 a, quant à lui, été digéré par les 

enzymes BamHI et SphI puis a été traité avec les enzymes Klenow et T4 DNA polymérase afin de 

rendre ses « bouts francs ». Le gène ykfA est ensuite inséré dans ce vecteur pour donner le 

pDML1549-ykfA.  

Le pDML1549-ykfA a ensuite été transformé dans des cellules compétentes de la souche 

BFS1807 (ykfA
-
). Les clones ayant intégré le gène ykfA ont été sélectionnés sur milieu LB contenant 

de l’érytromycine (2 µg/ml ; résistance introduite par le pMutin) et de la spectinomycine (100 µg/ml ; 

résistance introduite par le pDML1549-ykfA). Les clones sélectionnés ont été vérifiés par PCR à l’aide 

des oligonucléotides amyEfront et amyEback (cf § 4.7.5). Cette souche, que nous avons nommée 

BSykfA+, a ensuite été transformée par le pDML995 pour donner la souche BS995 ykfA
+
. La 

production de la β-lactamase BlaP par celle-ci a été déterminée et comparée à celle de la souche 

sauvage BS995. Il apparaît que le phénotype de la souche complémentée est similaire à celui de la 

souche sauvage (figure 2.49). Ainsi, l’effet négatif observé sur l’induction de BlaP pour la souche 

BS995 ykfA
-
 serait bien dû à l’inactivation du gène ykfA.  

 

Figure 2.49. Comparaison de la quantité de β-lactamases produite par litre et par unité de densité 

cellulaire par la souche BS995 ykfA+ avec celle produite par la souche BS995 ykfA- et la souche 

sauvage BS995. (○) BS995 non-induit; (●) BS995 induite ; (□) BS995 ykfA- non induit ; (   ) BS995 ykfA- 

induit ; (   ) BS995 ykfA+ non induit ; (   ) BS995 ykfA+ induit.  
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Figure 2.50. Schéma de la stratégie de construction du pDML1549-ykfA. Le gène ykfA a été amplifié 

par PCR et cloné dans le pGEM T-Easy. Il a ensuite été purifié du pGEM à l’aide de deux sites de 

restriction SmaI. Le pDML1549 a été linéarisé puis traité avec les enzymes Klenow et T4 DNA 

polymérase afin d’obtenir des « bouts francs ». Le gène a ensuite été inséré dans le pDML1549 par 

ligation. 
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2.4.3.6. Discussion 

Il a été démontré que le dipeptide γ-D-Glu-m-DAP joue le rôle de coactivateur de BlaI (Amoroso 

et al., 2012). La question à laquelle il faut alors répondre est : comment ce dipeptide est-il généré ? 

Notre hypothèse de travail est que le dipeptide γ-D-Glu-m-DAP serait généré par l’activité de la 

boucle L3 activée, sur un fragment de peptidoglycane : le tripeptide L-Ala-γ-D-Glu-m-DAP. Ce 

fragment pourrait être produit par l’action des autolysines qui hydrolysent le peptidoglycane de la 

paroi et qui sont activées par le stress cellulaire dû à la présence d’antibiotique.  

Dans toutes les eubactéries, le peptidoglycane est continuellement synthétisé et dégradé durant 

la croissance cellulaire (Park & Uehara, 2008). Les enzymes de dégradation impliquées dans ce 

turnover sont des enzymes autolytiques. Chez les Enterobacteriaceae, les fragments de 

peptidoglycane générés par cette activité catabolique sont transportés dans le cytoplasme et le 

tripeptide L-Ala-γ-D-Glu-m-DAP, relâché durant ce processus, est recyclé efficacement, c'est-à-dire 

qu’il est réutilisé pour la synthèse de peptidoglycane de novo (Park & Uehara, 2008, Uehara & Park, 

2008). Par contre, chez les bactéries Gram-positives, il n’a pas été démontré que les fragments de 

peptidoglycane générés par les enzymes autolytiques sont réinjectés dans la voie de biosynthèse du 

peptidoglycane. Cependant, bien qu’il n’existe pas de mécanisme de recyclage du peptidoglycane 

chez ce groupe de bactéries, il n’est pas exclu que des fragments de peptidoglycane dégradés 

puissent entrer dans la cellule par l’intermédiaire de transporteurs de type « oligopeptides 

perméases » et être réutilisés pour produire d’autres molécules que des précurseur du 

peptidoglycane. 

L’enzyme la plus susceptible de pouvoir générer le pro-coactivateur à partir du tetrapeptide L-

Ala-γ-D-Glu-m-DAP-D-Ala est YkfA, une enzyme qui a une activité L,D-carboxypeptidase. 

L’inactivation du gène ykfA n’abolit pas le phénomène d’induction mais mène à la diminution de la 

production de β-lactamases. Ainsi, le produit du gène ykfA serait impliqué dans le mécanisme 

d’induction mais il n’est pas la seule source de pro-coactivateur, il doit y avoir une voie alternative 

pour sa production. La diminution de l’induction de la β-lactamase pour le mutant ykfA
-
 peut 

s’expliquer par la diminution de la concentration intracellulaire du pro-coactivateur résultant en une 

concentration intracellulaire plus faible en coactivateur disponible pour l’inactivation de BlaI. 

L’effet négatif inattendu de l’inactivation de ykfB, pour laquelle la concentration du dipeptide L-

Ala-D-Glu dans le cytoplasme devrait augmenter, peut être expliqué par le fait que ce dipeptide 

pourrait agir comme inhibiteur compétitif de l’activité aminopeptidase de BlaR1. 

L’effet attendu pour le mutant ykfC
-
 serait un phénotype hyper-inductible ou non affecté. En 

effet, la protéine ykfC et la boucle L3 ont le même substrat, le tripeptide L-Ala-γ-D-Glu-m-DAP. Si le 

gène codant pour la protéine YkfC est muté, on peut imaginer que la quantité de tripeptide 

disponible pour la boucle L3 est plus importante, ce qui peut mener à une induction accrue. Par 

contre, si la boucle L3 a une plus grande affinité pour le substrat qu’YkfC, la mutation ykfC
-
 n’aura pas 

d’effet sur l’induction de BlaP. Les expériences réalisées montrent que cette mutation n’affecte pas 

significativement l’induction de BlaP.  

Le retard dans l’induction pour le mutant ykfD
- 
est en accord avec l’inactivation d’une protéine 

impliquée dans un transport spécifique de métabolites. Si YkfD est un domaine d’un ABC 

transporteur spécifique au transport de fragments de peptidoglycane générés à l’extérieur de la 
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cellule, son inactivation signifierait l’absence de ces fragments dans le cytoplasme. Le retard observé 

dans l’induction de la β-lactamase suggère un mécanisme de transport alternatif qui serait assuré par 

un ABC transporteur d’efficacité moindre. Ceci pourrait expliquer pourquoi l’accumulation du pro-

coactivateur, requise pour permettre l’induction de BlaP, prend plus de temps pour être atteinte.  

Ces résultats nous ont permis d’apporter un complément au modèle d’induction de BlaP et de 

confirmer le lien entre l’induction et le catabolisme du peptidoglycane. Dans ce modèle complété 

(figure 2.51), deux signaux générés par l’action de l’inducteur sont combinés : l’activation de BlaR1 et 

un stress cellulaire à la pénicilline. L’évènement déclencheur pour la génération de ces 2 signaux 

serait l’acylation de BlaR1 et de un ou plusieurs PBP(s) par l’antibiotique (Duval et al., 2003). 

L’acylation de PBPs (comme le PBP1 qui est impliqué dans la dernière étape de biosynthèse du 

peptidoglycane) provoquerait leur inactivation. La biosynthèse de la paroi cellulaire serait alors 

perturbée, ce qui activerait de façon anarchique les enzymes autolytiques, et qui, à terme, 

permettrait l’accumulation de fragments de la paroi cellulaire dans le cytoplasme via un ABC 

transporteur dont YkfD serait le domaine ATPase.  L’acylation du domaine C-terminal de BlaR1 aurait 

pour résultat l’activation de la boucle cytoplasmique L3. Celle-ci pourrait alors hydrolyser le 

tripeptide L-Ala-γ-D-Glu-m-DAP (le pro-coactivateur), résultant de l’activité de YkfA, pour générer le 

dipeptide γ-D-Glu-m-DAP (le coactivateur). Ce dernier inactiverait le répresseur BlaI et la production 

de la β-lactamase BlaP serait alors induite.  
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Figure 2.51. Modèle proposé pour l’induction de la β-lactamase BlaP chez B. licheniformis faisant 

intervenir les protéines codées par l’opéron ykfABCD. 


