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	Bacillus amyloliquefaciens GA1, autrefois appelée Bacillus subtilis GA1, est décrite dans la littérature comme étant une souche capable d’inhiber la croissance de nombreux micro-organismes.  Afin d’identifier les molécules responsables de ces activités biologiques, un séquençage partiel et aléatoire du chromosome de cette souche a été entrepris au laboratoire.  Parallèlement A la suite de ce séquençage, nous avons entrepris une caractérisation globale des propriétés biologiques des métabolites secondaires produits par cette souche. La production de ces métabolites, essentiellement de type PKs et NRPs, a été mise en évidence par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS). Ainsi, nous avons  pu mettre en évidence la présence de plusieurs clusters de gènes mais également la production de lipopeptides, polykétides et sidérophores. 
	Lors du séquençage partiel du génome de B. amyloliquefaciens GA1, la découverte d’une séquence de 800 bp homologue à celle d’un gène de Bacillus licheniformis ATCC 14580 codant pour une enzyme de modification d’un lantibiotique,  nous a permis d’émettre l’hypothèse que B.  amyloliquefaciens GA1 produisait un lantibiotique. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons entrepris la purification et la caractérisation de ce peptide antibactérien. Pour permettre cette caractérisation, nous avons tout d’abord mis au point une méthode de production et de purification adaptée aux lantibiotiques. En parallèle, un séquençage du cluster de gènes responsables de la biosynthèse de ce lantibiotique a également été réalisé. Il s’est avéré que le cluster de gènes responsables de la biosynthèse du lantibiotique l’amylolysine est composé de sept gènes, pour une taille totale de 9,6 kb. La masse moléculaire du lantibiotique purifié ainsi que les gènes de biosynthèse de celui-ci nous ont confirmé que le lantibiotique produit par B. amyloliquefaciens GA1, nommé ensuite amylolysine, est un lantibiotique qui n’avait pas encore été décrit dans la littérature. 
Nous avons mis en évidence le mode d’action de cette bactériocine et débuter une étude structurale de cette dernière. L’amylolysine peut être classée parmi les  est un lantibiotique de type B et possède un mode d’action encore jamais décrit chez les lantibiotiques de type B et possède un mode d’action encore jamais décrit chez ce type de lantibiotiques. En effet, l’amylolysine et est capable, à la fois, d’interagir avec le lipide II, ce qui inhibe la synthèse du peptidoglycane mais est également capable et de former des pores dans la membrane des bactéries sensibles. Ce double mode d’action, connu chez les lantibiotiques de type A, n’a jamais été décrit chez les lantibiotiques de type B, qui en général ne sont pas capables de former des pores dans la membrane des bactéries. 
	Enfin, dans le but de démontrer une application biotechnologique de l’amylolysine, sa capacité à inhiber la croissance de souches pathogènes, tel que Listeria monocytogenes, sur de la viande de poulet a été démontrée et comparée à la nisine, un lantibiotique utilisé en tant qu’agent de conservation dans l’industrie agro-alimentaire depuis de nombreuses années. En plus d’inhiber la croissance de L. monocytogenes, il s’avère nous avons démontré que l’amylolysine est plus stable que la nisine par rapport aux protéases présentes naturellement dans la viande de poulet. Ce qui fait de l’amylolysine un excellent candidat pour l’utilisation de cette dernière en tant qu’agent de conservation. 
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Contexte, Objectifs et organisation du manuscript de la Thèse

Depuis 1928 et la découverte par Alexander Fleming de la pénicilline comme étant une molécule naturelle capable d’inhiber la croissance des bactéries, les scientifiques n’ont cessé de chercher à découvrir de nouvelles molécules antibactériennes. En effet, la découverte et la commercialisation en 1933 des premiers antibiotiques augmenta, en l’espace d’une cinquantaine d’années, l’espérance de vie de l’homme de plus de dix ans et permit de soigner des maladies qui étaient alors considérées comme incurables. Fleming s’était rendu compte assez vite qu’une dose trop faible de pénicilline ou un traitement pendant un temps trop court rendaient les bactéries résistantes à l’antibiotique, mais le scientifique ne se doutait sans doute pas que les phénomènes de résistance bactérienne qu’il avait observés seraient quelques décennies plus tard une des préoccupations majeures des scientifiques. En effet, dès 1940, les phénomènes de résistance commencèrent à prendre de l’ampleur et depuis cette date n’ont fait qu’augmenter (Fig 1 p.13). 
Plus précisément, dans le cas des bactéries à Gram positifs,  l’émergence  de bactéries multi-résistantes, entre autres à la méticilline ou à la vancomycine, des  genres Staphylococcus ou Enterococcus dans les hôpitaux est un problème sérieux. Staphylocoocus aureus cause chaque années de nombreuses infections nosocomiales telles que des infections mineures de la peau, ou encore des maladies potentiellement mortelles comme les infections des tissus mous, les septicémies et les endocardites invasives. Tandis que le genre Enteroccocus est responsable de bactériémies, infections des plaies chirurgicales ou encore d’endocardite. D’autres part, la bactérie Listeria monocytogenes, transmise à l’humain par le biais de nourriture contaminée cause chaque année de nombreux cas de listériose chez les femmes enceintes, les nouveau-nés ainsi que chez les personnes immuno-déficientes. Dès lors, la recherche de nouvelles molécules pouvant contrer ces phénomènes de résistance chez les bactéries est devenu un des principaux domaines de recherches des microbiologistes. 
Bacillus amyloliquefaciens GA1 est décrite dans la littérature comme étant une souche capable d’inhiber la croissance de nombreux champignons pathogènes des plantes mais également de bactéries telle que Botytris cinerea ( Toure et al. (2004)).  C’est dans ce contexte, qu’une caractérisation des molécules aux propriétés antimicrobiennes produites par la souche de B. amyloliquefaciens GA1 a  été entamée au laboratoire. Dans ce but, un séquençage partiel du génome de la souche a tout d’abord été entrepris.  La découverte d’un fragment d’ADN homologue à un un gène codant pour enzyme de modification intervenant dans la synthèse de la mersacidine a été le point de départ de la caractérisation de ce nouvel antibiotique et de cette thèse. Les deux objectifs de cette thèse sont les suivants. et les résultats obtenus seront présentés à partir des articles publiés: 
· Premièrement, la mise en évidence des différents métabolites secondaires que produits B. amyloliquefaciens GA1. 
· Deuxièmement,  la caractérisation du lantibiotique produits par B. amyloliquefaciens GA1.
Les résultats obtenus au cours de cette thèse seront présentés à partir des articles publiés. Cet aspect sera discuté au cours des deux premiers chapitres : Le chapitre 1 est une revue de la littérature reprenant les caractéristiques majeures des métabolites secondaires aux propriétés antimicrobiennes produits par les bactéries à Gram positif, tandis que le chapitre 2, fera l’objet de l’analyse de l’ensemble des métabolites produits par B. amyloliquefaciens GA1. 

Ces résultats seront décrits dans les chapitres 3 à 6. Le chapitre 3, fera l’objet d’une description plus détaillée du genre Bacillus et des lantibiotiques qu’il produit. Puis, le séquençage et la caractérisation des gènes responsables de la biosynthèse de la bactériocine ainsi que la caractérisation physico-chimique et structurale de cette dernière feront l’objet du chapitre 4. Suite à cela, une étude du mode d’action de la bactériocine sera effectuée au cours du chapitre 5. Enfin, une application biotechnologique possible du lantibiotique sera envisagée dans le chapitre 6. Le chapitre 7 de cette thèse consistera en une discussion générale de la totalité des résultats obtenus au cours de ce travail. Enfin, le chapitre 8 discutera des perspectives afin de compléter la caractérisation du lantibiotique. 
Enfin, des collaborations avec d’autres laboratoires ont été engagées au cours de cette thèse de doctorat. Les travaux effectués dans le cadre de ces différentes collaborations seront brièvement décrits en annexe de cette dissertation.	 
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CHAPITRE 1 :
 
 Gram-positive antibiotic biosynthetic clusters: a review. 

Anthony Argüelles Arias, Matthias Craig et Patrick Fickers. 

Méndez-Vilas A, editor: Formatex Research Center. 977-986 p.



Résumé: De nos jours, l'émergence d’agents pathogènes multirésistants à différentes classes d’antibiotiques est une préoccupation médicale très importante. La nécessité de découvrir de nouvelles molécules actives contre ces bactéries est cruciale et est l'un des principaux domaines de recherche pour les microbiologistes. La plupart des antibiotiques agents antibactériens utilisés en médecine sont biosynthétisés produits par des bactéries Gram positives. Les progrès récents de la génomique et dans les techniques de séquençage des génomes ont montré que le potentiel de ces micro-organismes à produire des molécules d'intérêt pharmacologique a été largement sous-estimé. On distingue parmi ceux-ci  trois principaux groupes classés en fonction de leurs voies de biosynthèse: les peptides biosynthétisés produit par la voie ribosomale classique, les métabolites obetenus par l’actions des NRPSs (non ribosomal peptide synthetases) et des PKSs (polyketide synthases). Les genres Bacillus, Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus sont responsables de la production de la majorité des peptides ribosomaux (lantibiotiques et des bactériocines), tandis que les métabolites de type NRPS et PKS - des molécules synthétisées par de grands complexes enzymatiques - sont pour la plupart produites par les bactéries de l'ordre Actinomycétales, (essentiellement le genre Streptomyces), et par des espèces de Bacillus sp.	

Ce chapitre passera en revue les trois principales voies de biosynthèse conduisant à la production d'antibiotiques dans chez les bactéries Gram-positives (bactériocines, NRPS et PKS).

Attention certaines partis du texte étaient en calibri au lieu de Times New Roman
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CHAPITRE 2 :

Bacillus amyloliquefaciens GA1 as a source of potent antibiotics and other secondary metabolites for biocontrol of plant pathogens

Anthony Arguelles Arias, Marc Ongena , Badre Halimi , Yannick Lara ,
Alain Brans, Bernard Joris  et Patrick Fickers

 Microbial cell factories 2009, 8, 63


Résumé : Cet article reprend le séquençage partiel du génome de B. amyloliquefaciens GA1.  Plusieurs groupes de gènes impliqués dans la synthèse de composés antibiotiques ont été identifiés. Quatre groupes de gènes ont été caractérisés comme étant responsables de la biosynthèse de lipopeptides cycliques : la surfactine, l'iturine A, la fengycine ainsi que la bacillibactine. A côté de ces peptides synthétisés de manière non-ribosomale, trois groupes de gènes supplémentaires, intervenant dans la biosynthèse des polykétides antibactériens (la macrolactine, la bacillaene et la difficidine) ont été identifiés. Une analyse par spectrométrie de masse du surnageant de culture a conduit à l'identification de ces métabolites secondaires, démontrant ainsi que les groupes de gènes de biosynthèse correspondants sont fonctionnels dans la souche GA1. En outre, les gènes codant pour des enzymes impliquées dans la synthèse et l'exportation de la bacilysine, antibiotique à deux acides aminés, ont été identifiés. Cependant, seul son dérivé chloré, la chlorotétaïne, n’a pu être détecté dans le surnageant de culture. Au contraire, les gènes impliqués dans la synthèse de bactériocines synthétisées par la voie ribosomale et d’autres peptides antibiotiques n'ont pas été détectés par rapport à la souche de référence Bacillus amyloliquefaciens FZB42. La production de ces composés antibiotiques, démontre le haut potentiel de la souche B. amyloliquefaciens GA1 en tant que productrice de molécules antibiotiques.

Attention le texte était en Times New Roman caractère 14 
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CHAPITRE 3 :

Bacillus et ses lantibiotiques.










3.1 Bacillus : Généralités.   
3.1.1 Physiologie. 
Membre du phylum des Firmicutes, de la classe des Bacilles de l’ordre des Bacillales et de la famille des Bacillacées, Bacillus est certainement le genre bactérien le mieux connu dans le monde des procaryotes, ceci est essentiellement dû à Bacillus subtilis, puisque l’obtention de mutants transformables de B. subtilis 168 par Spizizen (Spizizen 1958) a largement contribué à l’intérêt porté par les scientifiques au genre Bacillus. De ce fait, B. subtilis a beaucoup été utilisé comme modèle bactérien par de nombreux bactériologistes en termes de biologie cellulaire et moléculaire et notamment comme modèle de différenciation cellulaire.
Le genre Bacillus a été proposé en 1872 par Ferdinand Cohn qui changea le nom d’une souche décrite par Ehrenberg en 1835 (alors nommée Vibrio subtilis) en B. subtilis. Bactéries à Gram positif, aérobies ou aéro-anaérobies facultatives dont la taille varie de 1 à 10 µm de long. Le genre Bacillus est caractérisé par le fait qu’il peut former des endospores rondes, ovales ou cylindriques. Les bactéries sont en général hétérotrophes, saprophytes et ubiquitaires. Ce genre bactérien se trouve dans de très nombreux environnements tels que les sols, l’air, l’eau douce et l’eau de mer, les denrées alimentaires, etc. La capacité de certaines de ces souches à tolérer des grandes variations de température et de pH a fait de celles-ci une source très importante d’enzymes protéolytiques et amylolytiques. (norris et al. 1981) Majuscule a Norris. La plupart des espèces du genre Bacillus possèdent une ciliature péritriche, c’est à dire que ces bactéries possèdent des flagelles qui recouvrent toute leur surface. Des phénomènes de chimiotaxie ont également été étudiés dans la littérature (Ordal et al. 1983). 
Genre extrêmement hétérogène sur le plan génétique avec des pourcentages en GC allant de 33% (dans le cas de Bacillus anthracis) à 69% (dans le cas de Bacillus schlegelii) (Fahmy et al. 1985). Le genre Bacillus compte plusieurs dizaines d’espèces différentes dont une minorité sont identifiées comme étant pathogènes tels que B. anthracis ou Bacillus cereus ; ou encore pathogènes opportunistes comme par exemple Bacillus licheniformis ou B. subtilis. Des nombreuses différences phénotypiques sont également observables chez Bacillus : différents types de respirations, métabolismes des carbohydates, de compositions de la paroi, etc. Ces différences font du genre Bacillus un des genres bactériens les plus hétérogènes ; ce qui provoque toujours à l’heure actuelle certaines difficultés dans la classification des différentes espèces. 
Les chromosomes des espèces du genre Bacillus comptent en moyenne un peu plus de 4000 gènes, cependant, en 2003, il a été proposé par  Kobayashi et al. en 2003 que moins de 300 gènes sont indispensables (Table I) (Kobayashi et al. 2003). Parmi ceux-ci on retrouve essentiellement des gènes impliqués dans le métabolisme de l’ADN et  de l’ARN, de la biosynthèse des protéines et de la paroi, de la division cellulaire, de la glycolyse et de la chaine respiratoire.

3.1.2 Synthèse de la paroi : rôle du lipide II. 
Les bactéries à Gram positif n’ayant pas de membrane externe, contrairement aux bactéries à Gram négatif, la paroi bactérienne constitue la surface de contact avec le milieu extracellulaire. Celle-ci, relativement rigide forme la première barrière entre la cellule et son environnement et en assure sa turgescence. La paroi bactérienne est composée en majeure partie de dix à trente couches d’un polymère réticulé appelé peptidoglycane (PG) et possédant une épaisseur allant de 10 à 80 nm. On y retrouve également des polymères d’acide téchoïque et téchuronique et des protéines.  (Figure 2).

Le peptidoglycane PG et les polymères anioniques covalentiellement attachés à ce dernier (acides téchoïques)  ou lié à la membrane cytoplasmique (acides lipotéchoïques). Merchante et al 1995 ont montré que 10% des protéines totales de B. subtilis étaient impliquées dans la structure de la paroi bactérienne. (Merchante et al. 1995)
Le PG, aussi appelé muréine, est un polymère constitué de longues chaînes polysaccharidiques formées d’acides N-acétylmuramique (MurNAc) et de N-acétylglucosamine (GlcNAc). On retrouve, liés aux MurNAc des tétrapeptides, ces derniers sont eux-mêmes reliés entre eux par des ponts interpeptidiques.
Le processus de biosynthèse du PG peut se diviser en trois étapes ; premièrement, la synthèse des précurseurs et leur liaison au à un transporteur lipidique ; deuxièmement le passage à l’extérieur de la membrane cytoplasmique et enfin l’incorporation de ces précurseurs à la paroi bactérienne. 
La formation des précurseurs PG commence par la conversion de l’UDP-GlcNAc en UDP-MurNAc. 
La première étape de la biosynthèse est le transfert d’un résidu énolpyruvate (EP) sur l’ UDP-GlcNAc. Cette réaction enzymatique est catalysée par MurA. Puis, la réductase MurB, catalyse la réduction de l’EP en D-lactate, produisant de cette manière le MurNAc. Enfin, différentes enzyme (MurC, MurD, MurE et MurF) catalysent l’ajout des différents acides aminés sur le groupement lactyle du MurNAc afin de former le MurNAc-pentapeptide (El Zoeiby et al. 2003). Il est à noter que MurF, ajoute lors de la dernière étape le dipeptide D-Ala-D-Ala (Figure 3).  Cette D-Ala est produite à partir d’une L-Ala par l’alanine racémase codée par le produit du gène dal.
Ensuite, MraY catalyse le transfert de l’UDP-MurNAc-pentapeptide sur l’undécaprénol-pyrophosphate (bactoprénol) pour donner le lipide I [MurNAc – (pentapeptide) –undécaprényl-pyrophosphate]. Le GlcNAc est ensuite lié par une liaison osidique  β 1-4 au lipide I pour donner le GlcNAc β 1-4-MurNAc (pentapeptide)-undécaprényl-pyrophosphate (ou lipide II). Cette réaction est catalysée par l’enzyme MurG. Cette réaction de liaison du MurNAc-pentapetide-GlcNAc à l’undécaprényl-pyrophosphate a pour but de permettre le passage du disaccharide pentapeptide à travers la membrane plasmique. (Figure 4).
Une fois le MurNAc-pentapeptide-GlcNAc du coté extracellulaire, l’incorporation des précurseurs du PG implique l’action de certaines protéines appelées PBPs (penicillin-binding proteins) qui vont catalyser les réactions de transglycosylation et de transpeptidation responsables du pontage glycosidiques et peptidiques, respectivement, du PG. Pendant la réaction de transglycosylation la chaîne de glycane est allongée par la formation de lien glycosidique entre le lipide II et le brin de PG naissant. Tandis que lors de  la réaction de transpeptidation,   la première D-Ala  du motif D-Ala-D-Ala va être couplée à l’acide méso diaminopimélique (m-DAP) d’une autre sous-unité du PG. Enfin la D-Ala non impliquée dans la réaction de pontage est clivée du pentapeptide par l’activité DD carboxypeptidase de certaines PBP. (Figure 5)
3.1.3 Bacillus amyloliquefaciens. 
B. amyloliquefaciens est une bactérie du sol très souvent associée à la rhizosphère et connue pour produire un grand nombre molécules actives contre les pathogènes des plantes et généralement reconnue comme bénéfique pour la croissance et à la bonne santé des plantes. B. amyloliquefaciens fut très longtemps confondu avec B. subtilis, en effet, de simples tests physiologiques ne sont en général pas suffisants pour différencier ces deux espèces. La seule raison de l’établissement d’une nouvelle espèce a été la différence de production d’α-amylase chez B. amyloliquefaciens par rapport à celle de B. subtilis.  La première description dans la littérature d’une bactérie du genre Bacillus produisant une α-amylase de manière très importante remonte à 1943 par Fukumoto. Cependant ce n’est qu’en 1967 que Welker et Campbell firent la différence entre les espèces B. amyloliquefaciens et B. subtilis. Il est d’ailleurs probable qu’un certain nombre de souches qui sont acceptées comme faisant partie de l’espèce B. subtilis appartiennent en fait à l’espèce B. amyloliquefaciens. La différenciation entre ces deux espèces du genre Bacillus sera sans doute rendue plus facile par le séquençage de leurs génomes. Ces dernières années, plusieurs génomes de B. amyloliquefaciens ont été entièrement séquencé (IT-45, FZB42, DSM7,…).
D’un point de vue génétique,  l’espèce B. amyloliquefaciens comporte un chromosome de plus ou moins 4 Mb qui contient environ 4000 gènes avec un pourcentage moyen en GC de 45%.(Welker et Campbell 1967) 
A l’heure actuelle, l’espèce B. amyloliquefaciens présente un intérêt industriel essentiellement dû à la commercialisation de plusieurs de ces protéases et amylases. 

3.2 Les lantibiotiques produits par Bacillus. 
3.2.1 Généralités.
Le genre Bacillus est connu pour sa production de nombreux composés antibiotiques qu’ils soient de nature ribosomale (lantibiotiques et bactériocine non modifiées) ou non (NRPs et PKs). La recherche de nouveaux antibiotiques pour palier aux problèmes de résistance bactérienne à ceux-ci, fait que les lantibiotiques suscitent, depuis quelques années, un intérêt particulier des lié à leur origine naturel, leur spectre d’action étroit et de leur grande efficacité contre de nombreuses souches pathogènes résistantes ou non aux antibiotiques « classiques ». C’est ainsi que la découverte de nouveaux lantibiotiques et l’étude approfondie de leur structure, mode d’action et leurs applications possibles font l’objet d’un grand nombre de recherche depuis plus de dix ans. Le genre Bacillus produisant une grande variété de lantibiotiques est sans aucun doute un genre bactérien important dans cette optique.
En effet, tous les types de lantibiotiques (type A, type-B et les lantibiotiques dits « à deux composantes ») sont produits par différentes souches de Bacillus sp. Parmi ceux-ci, on retrouve les lantibiotiques de type-A tels que la subtiline (Figure 6)  (Klein et al. 1992) et sa variante la [Nα-succinyl-Trp1] subtiline de B. subtilis ATCC 6633(Chan et al. 1993), l’éricine A et S produite par B. subtilis A1/3 (Figure 7) (Stein et al. 2002); ainsi que l’entianine de B. subtilis subsp. spizizenii DSM 15029 (Fuchs et al. 2011)et la clausine de B. clausii (Bouhss et al. 2009).
Le type-B est représenté par la mersacidine (Figure 8), produite par la souche de Bacillus sp. HIL Y-85,54728, qui fut récemment identifiée comme appartenant à l’espèce B. amyloliquefaciens (Herzner et al. 2011). Deux souches de Bacillus sp. produisent des lantibiotiques à deux composantes : Bacillus halodurans C-125 produit l’haloduracine avec ses peptides HalA1 et HalA2 (Lawton et al. 2007) et Bacillus licheniformis produit la lichenicidine et ses peptides Lchα (ou A1)  et Lchβ (ou A2) (Figure 9) (Dischinger et al. 2009).

Il est à noter que deux composés antibiotiques, la sublancine 168 (Hsieh et al. 2012) et la subtilosine A (Huang et al. 2009), autrefois classés parmi les lantibiotiques produits par Bacillus sp., ne sont pas des lantibiotiques mais, respectivement, un glycopeptide et une bactériocine macrocyclique unique. 

3.2.2 Caractéristiques structurales.
Les lantibiotiques produits par le genre Bacillus possèdent un grand nombre de structures différentes. Cependant, ils possèdent tous en commun certains traits caractéristiques des lantibiotiques. 
a) Séquence signal 
Les lantibiotiques possèdent une séquence signal dont les rôles sont multiples.  Tout d’abord, elle permet de maintenir le peptide sous une forme inactive (pré-lantibiotique) pendant toute sa phase de maturation. Mais cette séquence joue également un rôle dans la sécrétion et la modification du lantibiotique. En effet, les transporteurs et les enzymes de modifications des lantibiotiques de type-A reconnaissent spécifiquement cette séquence signal riche en résidus aspartates afin que le peptide subisse les modifications nécessaires  et, qu’il puisse être exporté. Une étude utilisant un peptide chimère composé de la séquence signal de la subtiline et la partie mature de la nisine a en effet montré que la machinerie de modification de la subtiline était capable de modifier les acides aminés de la nisine, et que l’ABC transporteur était capable d’exporter le peptide chimère. Cependant, ce dernier ne possédait pas d’activité biologique. La séquence signal, qui contient un site de clivage spécifique,  joue également un rôle très important en ce qui concerne son clivage qui permet de rendre le lantibiotique actif et sa libération dans le milieu extracellulaire.  
Pour les lantibiotiques de Type-B, la séquence signal riche en résidus aspartates et glutamates se termine par un motif glycyl-glycyl et joue les mêmes rôles au niveau de l’enzyme de modification, du clivage du peptide signal et du transport du lantibiotique.  

b)  Enzymes de modification 
Les lantibiotiques de Type-A contrairement aux lantibiotiques de Ttype-B possèdent deux enzymes de modification : la cyclase LanC et la déshydratase LanB (Figure 10). L’a protéine enzyme à Zn++, LanC est responsable de la formation de la lanthionine et la méthyllanthionine. Suivant le lantibiotiques considéré, LanC est appelée SpaC dans la voie de synthèse la subtiline ou NisC dans la voie de synthèse de la nisine ;  La comparaison de la séquence de SpaC  et de  NisC montre que seul quelques résidus sont conservés chez les enzymes de la famille LanC. En effet, l’homologie le pourcentage d’identité entre les séquences des enzymes LanC ne dépasse pas 30%. Les résidus  Cys284, Cys330 et His212, His331 sont quatre résidus hautement conservés chez LanC (Figure 11). On retrouve également ces quatre résidus chez les enzymes de modification des lantibiotiques de Type-B (LanM). Une étude menée par (Helfrich et al. 2007) a démontrée qu’un remplacement des résidus Cys303 et  Cys349 chez SpaC (équivalent des résidus Cys284, Cys330 de NisC) conduit à une absence totale du cofacteur Zn++ et à une perte d’activité de l’enzyme.
De plus, cette étude démontre l’importance des résidus His231 et Tyr304 de SpaC. En effet, la formation des lanthionines requiert la déprotonation de la cystéine libre et la protonation de l’intermédiaire énolate généré par l’addition au carbone β du Dha ou Dhb à cette cystéine. Cette activité catalytique proche du noyau catalytique (Figure 12), serait prise en charge par la paire catalytique acide/base Tyr304/His231 chez SpaC. Cette fonction serait chez NisC prise en charge par la paire Arg280/His212.  La conformation du cœur catalytique de NisC serait quant à elle stabilisée par les résidus Ala404-Leu405-Leu406 (Ala438-Leu439-Leu440 pour SpaC) qui forme un « cluster » hydrophobe avec le résidu Trp283 (Trp302 pour SpaC). (Figure 12) 
Aucune étude parue à ce moment n’a étudié les déshydratases de la super famille LanB impliqué dans la biosynthèse des lantibiotiques de type-A du genre Bacillus. Cependant, l’homologie qu’il existe entre les différentes déshydratases des lantibiotique suggère que le mode catalytique de ces enzymes est le même pour tous les lantibiotiques. Plusieurs études de NisB, s’accorde à dire que la déshydratase requiert la présence d’ATP, de glutamate et de l’ion Mg2+. (Garg et al. 2013).  L’étude menée par Garg et al. a démontré que la déshydratation des résidus de la nisine (NisA) passe par un intermédiaire glutamylé. Ils ont émis l’hypothèse que les résidus His961, Arg786 et Arg826 étaient importants dans l’élimination du glutamate et que un des groupements carboxyliques du glutamate est activé par l’ATP et réagit avec la chaine latérale du résidu Ser ou Thr. L’élimination de ce glutamate sur la sérine ou la thréonine produirait, respectivement, les résidus Dha ou Dhb. (Figure 13). La glutamylation et l’élimination du glutamate pourraient se passer être réalisées dans deux domaines catalytiques différents. A l’heure actuelle, la cause de la nécessité de la présence de ce résidu intermédiaire glutamylé est encore incomprise.    
Dans le cas des lantibiotiques de Type-B, une seule enzyme, LanM, permet d’une part la formation des résidus déshydratés Dha et Dhb et d’autre part la formation des lanthionines. Ces enzymes possèdent deux domaines catalytiques. Un domaine déshydratase qui n’est pas homologue à LanB et un domaine cyclase homologue à LanC. Dans certains cas, en plus des gènes de modification cités ci-dessus, on retrouve d’autres gènes impliqués dans la modification de certains acides aminés. C’est le cas du gène mrsD impliqué dans la biosynthèse de la mersacidine. La protéine MrsD est en effet impliquée dans la formation de la S-[(Z)-2-aminovinyl]-méthyle-D-cystéine. (AviMeCys) (Majer et al. 2002). Appartenant au groupe des « homo-oligomeric flavin-containing Cys » décarboxylases, tout comme la protéine EpiD  (responsable de la formation de l’ AviMeCys de l’épidermine (Kupke et al. 1992)). Le mécanisme catalytique de cette enzyme reste encore à l’heure actuelle très peu compris et étudié. 

c)  Protéines d’immunité
 Etant donné le mode d’action général des lantibiotiques (voir chapitre 1), les souches productrices de ce type de peptides nécessitent un système de défense contre leurs propres lantibiotiques. Cette protection est assurée par des protéines appelées protéines d’immunité. Deux stratégies d’immunité sont employées.  D’une part une immunité suite à l’action de la lipoprotéine LanI, et d’autre part, par l’activité de l’ABC transporteur codé par les gènes lanFEG. Cependant, ces deux stratégies ne sont pas toutes les deux nécessaires pour protéger les bactéries productrices de leurs chez les lantibiotiques. De plus, dans le cas de l’ABC transporteur, seules deux des trois protéines peuvent parfois suffire pour assurer un fonctionnement du transporteur. Par exemple, on ne trouve que les protéines LtnEF et LtnI chez la souche qui produit la lacticine 3147, de même, seules les protéines EntG et EntI sont présentes dans le génome de la souche qui produit l’entianine. Pour le lantibiotique Pep5 on ne trouve que la protéine LanI. 
En obtenant la structure de la protéine SpaI,  protéine d’immunité pour la subtiline, (Christ et al. 2012) ont permis une première compréhension des mécanismes d’immunités au niveau structural et mécanistique. La lipoprotéine SpaI de 16,8 kDa, possède une séquence signal en N-terminal, permettant son exportation du coté extracellulaire de la membrane. SpaI serait ensuite ancrée dans la membrane par sa queue N-terminale (Figure 14). Les 15 acides aminés en N-terminal pourraient en effet adopter une structure en hélice α qui permettrait à la protéine SpaI d’être ancrée dans la membrane plasmique. Cinq résidus Lys dans le domaine N-terminal de la protéine jouerait un rôle important dans ce sens. En effet, le remplacement de ces résidus par des résidus chargés négativement ou hydrophiles inhibe le rôle empêche le fonctionnement de la protéine SpaI. Il est à présent admis que SpaI interagit directement avec la subtiline, cependant les mesures de spectroscopie RMN n’ont pas encore pu déterminer la nature exacte de  à quel endroit exact se situait cette interaction. 
Cette étude relate également que la simple production de la protéine SpaI suffit à conférer à la souche productrice une résistance contre la subtiline. L’expression des gènes spaFEG confère simplement une résistance plus élevée mais n’est pas nécessaire. Des études similaires sur la nisine, montrent que l’expression des gènes lanFEG permet un relargage des lantibiotiques dans le milieu cellulaire. Stein et ses collaborateyrs  ont mis en évidence la grande sélectivité de la protéine LanI (Stein et al. 2005). En effet, la nisine qui partage une structure similaire mais également une identité de séquence de 60% avec la subtiline serait incapable d’interagir avec la protéine d’immunité SpaI. Les deux protéines d’immunités respectives de la nisine et la subtiline sont d’ailleurs très différentes au niveau de leur structure primaire et de leur taille. 
Au niveau mécanistique, quatre mécanismes de SpaI peuvent être envisagés : 1) la liaison et la séquestration de la subtiline par SpaI, ce qui empêcherait le lantibiotique de s’insérer dans la membrane ; 2) la liaison  du peptide avec la protéine d’immunité empêcherait la subtiline une oligomérisation nécessaires à la formation de pores dans la membrane ; 3) Empêcher la formation du complexe lipide II-subtiline avant la formation du pore et 4) Servir de protéine liant la subtiline qui servirait de substrat pour l’ABC transporteur SpaFEG.
Le deuxième type de protéines d’immunité, à savoir l’ABC transporteur composés  du produit des gènes lanFE(G) est quant à lui beaucoup plus commun et par conséquent mieux compris. De nombreuses études, ont démontrés qu’en présence des protéines LanFEG, la souche productrice était plus résistante aux lantibiotiques qu’elle produit, mais également que la quantité de lantibiotiques associés à la membrane de la souche productrice était moindre. (Stein et al. 2005;Otto et al. 1998). Ces résultats suggèrent donc que LanFEG transporte les lantibiotique de la membrane vers le milieu extracellulaire. 
Comme les autres ABC transporteurs, celui-ci se compose aussi de deux domaines membranaires hydrophobes, la protéine LanE qui est majoritairement hydrophobe semble jouer le rôle de protéine membranaire du transporteur. Et, un domaine ATPase impliqué dans la liaison et l’hydrolyse de l’ATP nécessaire à l’exportation du lantibiotique. Le produit du gène lanF comporte deux sites de liaison à l’ATP dans son domaine N-terminale. Lorsqu’elle est présente, la protéine LanG joue aussi le rôle de protéine membranaire de l’ABC transporteur. Dans le cas des lantibiotiques de Type-A, tels que la nisine ou la subtiline,  les protéines LanFEG ne semblent pas pouvoir conférer à elles seules une immunité à la souche productrice. En effet, la présence de la protéine LanI est obligatoire pour conférer à la souche productrice une immunité contre ses propres lantibiotiques. Cependant dans le cas de la lacticin 481, un lantibiotique de Type-B, seuls les protéines LanFEG confèrent à la souche une immunité complète (Dufour et al. 2007).  

d)  Autorégulation et quorum-sensing  
Bien que les lantibiotiques soient classés en deux types, la régulation de leur production semble répondre aux mêmes mécanismes. De nombreuses études ont montré que les lantibiotiques de type A, subtiline et la mersacidine, lantibiotique de type B sont produits pendant la phase stationnaire. Deux gènes lanR et lanK, sont en général responsables de la régulation de leur biosynthèse. Une autre protéine semble également importante dans la biosynthèse des lantibiotiques : le facteur sigma H (SigH). Ce dernier appartient à un groupe de facteurs sigma impliqués dans la transcription de régulons exprimés dans les étapes tardives de la croissance bactérienne. Stein et ses collaborateurs  ont montré que la délétion du gène sigH provoque une diminution de la production de la subtiline puisque l’expression des gènes spaRK est directement sous la dépendance de SigH (Stein et al. 2002). Des séquences nucluéotidiques consensus et spécifiques des facteurs SigH ont également été identifiées dans les régions promotrices des gènes de la mersacidine. Cependant, aucune différence en terme de production de mersacidine ou d’immunité n’est remarquée entre la souche sauvage et le mutant ΔsigH (Schmitz et al. 2006). 
Contrairement à la majorité des lantibiotiques, la mersacidine, possède trois gènes de régulation, mrsR1 mrsR2 et mrsK2, Guder et ses collaborateurs (Guder et al. 2002) ont montré que la délétion de mrsR1 inhibe la production de mersacidine, par contre la délétion de mrsR2/K2, n’a aucun effet sur la production du lantibiotique, mais affecte fortement la sensibilité de la souche productrice face à la mersacidine. MrsR2/K2 sont donc des senseurs de la présence de mersacidine dans le milieu et qui permettent l’induction de la transcription des gènes d’immunité de la mersacidine mrsFEG. Cependant, la délétion de mrsR2K2 ne stoppe pas totalement la synthèse des gènes mrsFEG. 
De plus, Schmitz et ses collaborateurs (Schmitz et al. 2006) ont montré par RT-PCR que l’induction de la transcription des gènes de biosynthèse de la mersacidine en phase exponentielle était, comme pour la nisine ou la subtiline, fortement augmentée lorsque l’on ajoute de la mersacidine dans le milieu de culture. La mersacidine est un nouvel exemple pour lequel la biosynthèse du lantibiotique est régulée par un mécanisme d’auto-induction. 
Le cas de quorum-sensing chez la subtiline a été largement décrit (Kleerebezem 2004).  Au sein du cluster de gènes responsable de la biosynthèse de la subtiline quatre promoteurs sont présents. Parmi ces quatre promoteurs, trois (PspaB, PspaS et PspaI) ont été montrés sensibles à la subtiline (Kleerebezem 2004). Cependant ceux-ci ne possèdent pas la même force promotrice. En effet, pour une même concentration de subtiline PspaS possède la plus grande force promotrice,  tandis que PspaB et PspaI sont respectivement cinq et quinze fois moins forts. Les gènes de régulation spaRK sont sous l’influence de PspaR, ce promoteur lui-même dépendant du facteur sigma H. Ce dernier est lui-même sous le contrôle négatif du régulateur de transition de phase abrB. Il est à présent admis que SpaK appartient au sous-groupe des histidines kinases de type EnvZ. Dans le domaine C-terminal de SpaK, la séquence consensus des histidines kinases a été identifiée. Il a également été démontré que la subtiline interagissait fortement avec l’histidine kinase. SpaR, le régulateur de réponse appartient lui au sous-groupe des régulateurs de réponse de type OmpR, on retrouve un domaine N-terminal typique, incluant un résidu aspartate ciblé lors de la phosphorylation par l’histidine kinase. Ce résidu est conservé chez tous les membres du sous-groupe. SpaR, peut ensuite spécifiquement se lier avec les promoteurs PSpaB, S et I. Ces études montrent, qu’en plus de leurs fonctions en tant que peptides antimicrobiens, les lantibiotiques agissent comme des phéromones qui induisent leur propre biosynthèse dans un phénomène de type quorum-sensing.      
3.2.3 Organisation génétique spécifique. 
Ce point passera en revue les particularités des lantibiotiques produits par des souches du genre Bacillus. En effet, si l’organisation générale des lantibiotiques est assez bien décrite dans la littérature, il est à noter que chaque lantibiotique ne contient pas tous les gènes décrits plus haut. De même, on retrouve parfois des gènes propres à chaque lantibiotique. (Figure 15). 
En général, le lantibiotique est synthétisé sous forme de prépeptide, le peptide muni de sa séquence signal est alors inactif. Dans le cas des lantibiotiques de type A, cette séquence signal est généralement clivée par une protéase spécifique du lantibiotique. Dans le cas de la subtiline de B. subtilis ATCC6633 (Klein et al. 1992), on  ne trouve pas de gène codant pour une protéase spécifique, ceci est du au fait que la séquence signal de la subtiline est clivée notamment par la subtilisine, une protéase non spécifique produite par B. subtilis. 
Il est à noter que deux autres protéases  (WprA et Vpr) de B. subtilis peuvent aussi cliver la séquence signal de la subtiline. (Corvey et al. 2003). B. subtilis produit aussi d’autres lantibiotiques de Type-A, notamment les éricines synthétisées par B. subtilis A1/3 (Stein et al. 2002) Les gènes de biosynthèse des éricine A et S sont situés dans le même opéron, cependant, les deux éricines ne sont pas des lantibiotiques à deux composantes tels que l’haloduracine ou la lichenicidine. En effet, bien que les deux gènes de structures se retrouvent dans le même opéron, aucune synergie n’est observée en présence des deux lantibiotiques contrairement aux lantibiotiques à deux composantes. Il est à noter également que les deux lantibiotiques sont modifiés par les mêmes enzymes de modification eriBC et que l’éricine S est très similaire à la subtiline, en effet seul quatre acides aminés sont différents entre les deux lantibiotiques. Comme pour la subtiline, aucune protéase spécifique des éricines n’a été mise en évidence à ce jour.
La mersacidine, lantibiotique de type B, produit par B. amyloliquefaciens HIL Y-85,54728, possède elle aussi une particularité au sein de son opéron, en effet, le gène mrsD responsable de la formation de l’acide aminé modifié aviMeCys de la mersacidine est inhabituel chez les lantibiotiques. 
Les opérons responsables de la biosynthèse de la clausine, l’entianine ainsi qu’une partie des gènes de la lichenicidine n’ont pas encore été identifiés et/ou décrits dans la littérature. Cependant, dans le cas de la lichenicidine, l’homologie du locus responsable de la biosynthèse de la lichenicidine et de celui responsable de la biosynthèse de l’haloduracine a permis d’émettre l’hypothèse que la majorité des gènes non-identifiés sont les gènes codant pour les protéines intervenant dans l’immunité.
3.2.4 Mode d’action. 
Les lantibiotiques du genre Bacillus n’étant pas tous similaires, de nombreux modes d’action différents ont été décrits pour ces lantibiotiques. Certains lantibiotiques ont la capacité d’inhiber la synthèse du PG (Brotz et al. 1995), d’autres forment des pores dans la membrane (Stein et al. 2005). Mais des études ont également montré la possibilité de certains lantibiotiques tel que la mersacidine d’induire la réponse au stress chez de S. aureus (Sass et al. 2008). 
Plusieurs études ont démontrés que la cible de la mersacidine, comme pour la majorité des lantibiotiques, est le PG (Brotz et al. 1995;Brotz et al. 1998;Brotz et Sahl 2000). (Figure ???) Plus précisément, la mersacidine inhibe la synthèse du PG au niveau de la transglycosylation des précurseurs du PG. En effet, la mersacidine induit une accumulation de l’UDP-MurNAc-pentapeptide, ce qui prouve que la biosynthèse du précurseur n’est pas affectée mais que l’inhibition intervient à un stade ultérieur. De plus, aucune inhibition de la transpeptidation  n’a été démontrée en présence de mersacidine ce qui explique l’activité de la mersacidine contre des souches résistantes à la méticilline ou à la vancomycine, puisque ces différents antibiotiques ont d’autres cibles. 
D’autre part, (Sass et al. 2008) ont étudié la croissance de S. aureus en présence de mersacidine à des concentrations inférieures à la MIC. La mersacidine à l’inverse d’autres antibiotiques actifs contre la membrane des cellules cibles, induit la transcription des gènes de réponse au stress vraSR d’une manière significative chez les souches résistantes à la vancomycine ou non. De plus, l’épaisseur de la paroi des souches résistantes à la vancomycine n’a aucun impact sur l’activité de la mersacidine. Par ailleurs, la mersacidine ne semble pas être un substrat pour l’ABC transporteur codé par les gènes vraDE,  et qui intervient dans la résistance contre de nombreux antibiotiques. 
La subtiline, montre un tout autre mode d’action, en effet, cette dernière est capable de se lier au bactoprénol pyrophosphate afin de perméabiliser la membrane de la souche cible. La clausine, serait quant à elle capable d’interagir avec des intermédiaires lipidiques de la synthèse membranaire  tel que les acides téchoïques, mais serait également capable de reconnaitre les précurseurs du PG tels que lipide I et lipide II (Bouhss et al. 2009). 
D’un point de vue moléculaire, on retrouve chez la plupart des lantibiotiques de Type-B, tel que la mersacidine, et chez les lantibiotiques à deux composantes un motif peptidique hautement conservé : CTLTXEC. Parallèlement chez les lantibiotiques de Type-A, comme la nukacine ISK-1, un motif peptidique TxS/TxD/EC jouerait le même rôle (Figure 17) Ce motif serait en effet impliqué dans la fixation du lantibiotique au lipide II (Islam et al. 2012). 
Les lantibiotiques à deux composantes, tel que l’haloduracine, ont un mode d’action spécifique. Oman et van der Donk ont montrés que les peptides de l’haloduracine Halα et Halβ montraient une activité optimale dans un ratio 1 :1. Ce qui est également le cas pour tous les lantibiotiques à deux composantes (Oman et van der Donk 2009). Bien que les deux peptides de l’haloduracine sont beaucoup plus actifs lorsqu’ils sont ensemble, chaque peptide séparé a une faible activité antimicrobienne (de l’ordre de 100 fois inférieur à l’activité lorsque les deux peptides sont présents). Sur base de la similarité du peptide Halα avec la mersacidine, il semblerait que celui-ci se lie au lipide II. Le peptide Halβ exercerait quant à lui son activité indépendante similairement à la nisine en absence de lipide II (formation de pores à des concentrations plus élevées de lantibiotique lorsqu’il n’y a pas de lipide II). Lorsque les deux peptides sont présents, (Oman et van der Donk 2009) ont démontrés qu’ils agissent dans un ordre prédéfini, en effet, lorsqu’on expose une souche sensible au peptide Halα puis après lavage au peptide Halβ, une activité antimicrobienne est observable, le contraire n’était pas vrai. Il semblerait que le premier peptide se lie à sa cible et ainsi permette au deuxième peptide d’exercer son activité en formant des pores dans la membrane à des concentrations beaucoup plus faible que lorsque le peptide β est seul.  
Enfin, dans le cas de l’haloduracine, Oman et ses collaborateurs  ont montrés que les proportions stœchiométriques 1:2:2 lipide II :Halα :Halβ inhibent la biosynthèse de la membrane cellulaire et permettent la formation de pores dans cette dernière (Oman et al. 2011).
3.2.5 Phénomènes de résistance.
Un aspect important qui occupe les bactériologistes qui étudient les lantibiotiques concerne la résistance naturelle aux antibiotiques ou acquises des bactéries à ces antibiotiques. Aucune étude à ce jour n’a réellement étudié la résistance de certaines souches face aux lantibiotiques produits par le genre Bacillus. Cependant, quelques études décrivent les phénomènes de résistance aux lantibiotiques (notamment la nisine) mais l’état d’avancement à ce sujet n’en est néanmoins que très peu avancé. On a par exemple identifié de nombreux gènes (dltA, pbp2229, hk1021 et lisK) comme étant associés à une sensibilité ou résistance accrue de L. monocytogenes à  la nisine. (Gravesen et al. 2001;Gravesen et al. 2004).  
De plus, il est estimé que 1% à 8% des souches sauvages testées contre la nisine sont naturellement résistantes à cette dernière. Cependant cette résistance se traduit par une graduelle augmentation de la MIC (de l’ordre de deux à quatre fois la MIC). Par contre, la résistance à la pédiocine, un autre lantibiotique, semble se produire à une plus grande fréquence et se traduit par une insensibilité complète. Concernant la résistance à la nisine, une augmentation de la production des PBPs est constatée en cas de résistance à cette dernière. Cependant ces mutants résistants à la nisine, ne semblent pas être résistants à la mersacidine, ou  à d’autres antibiotiques ciblant la synthèse du PG tel que la vancomycine ou la méticilline. Une hypothèse proposée pour expliquer ce phénomène a été apportée par Gravesen et al. Selon ces auteurs,  est que la surproduction des PBPs pourrait partiellement protéger le lipide II et ainsi empêcher la nisine d’interagir avec celui-ci. 

3.2.6 Utilisation biotechnologiques des lantibiotiques. 
Bien que la découverte du premier lantibiotique, la nisine, soit antérieure à la découverte de la pénicilline, ce lantibiotique n’est pourtant utilisé que depuis une quarantaine d’années. La nisine produite par L. lactis, utilisée en tant qu’additif alimentaire, représente l’utilisation la plus connue des lantibiotiques. N’étant pas toxique pour l’homme, la nisine possède également d’autres propriétés très intéressantes, elle est très stable à la température, ne possède pas de goût ni d’odeur, et est facilement dégradée par les enzymes digestives. De plus, la nisine est produite par une souche reconnue comme « GRAS » (Generally Recognized As Safe). Toutes ces caractéristiques propres à la nisine et à sa souche productrice ainsi que le fait qu’un développement naturel de résistance n’ait pas été décrit font de la nisine un candidat de choix dans l’utilisation du lantibiotique en tant qu’agent conservateur.  Cependant,  l’utilisation des lantibiotiques dans l’industrie agro-alimentaire ne représente qu’une petite partie de leurs utilisations potentielles. En effet, l’activité des différents lantibiotiques contre différentes souches résistantes à la vancomycine et la méticilline ont poussé les scientifiques à développer d’autres utilisations des lantibiotiques. A court terme, il est raisonnable de penser que les lantibiotiques seront utilisés dans le traitement des maladies dues à des agents  pathogènes résistants aux antibiotiques actuels.  En effet, leur activité bactéricide à des  faibles concentrations contre des souches multi-résistantes, font de ces molécules des composés de choix en ce qui concerne la recherche de nouveaux antibiotiques. 
Plusieurs équipes, en essayant de comprendre le rôle des différentes modifications au niveau des acides aminés de ces antibiotiques, ont remarqué qu’en remplaçant certains de leurs acides aminés au sein du lantibiotique, leur activité de ceux-ci est fortement modifiée. 
Par exemple, l’insertion d’une sérine en place de la thréonine2 ??? en deuxième position ?? accroît de manière significative l’activité de la nisine A. De manière similaire, le remplacement de l’asparagine20 par une alanine dans la séquence de la nisine Z permet à cette dernière d’être active contre les bactéries à Gram négatif. De plus, quelques équipes ont également tenté de créer des lantibiotiques chimères en employant des fragments de deux lantibiotiques différents pour créer un nouveau lantibiotique aux caractéristiques nouvelles. Par exemple, La chimère nisine-subtiline, fait d’un fragment de la nisine et un autre de la subtiline est 6 à 8 fois plus active que la subtiline seule. Cependant,  ce genre d’approche résulte dans la plupart des cas en un lantibiotique à l’efficacité moindre ou égale au lantibiotique d’origine. Mais, il n’est sans doute pas improbable que dans certains cas précis, la mutagenèse dirigée ou la production d’un peptide chimérique puisse produire une molécule plus active et plus soluble. Un autre aspect des applications possibles des lantibiotiques concerne plutôt l’utilisation de leurs machineries de biosynthèse afin de créer de nouveaux peptides qui peuvent être plus stables et plus résistants à des variations de pH et de température par exemple par la simple insertion dans leurs structures d’une lanthionine.  (Rink et al. 2010) ont par exemple montré que l’insertion de lanthionines par la machinerie utilisée par un lantibiotique permet à la LHRH (une hormone dont les analogues sont utilisés dans le traitement de certains cancers, mais qui est rapidement dégradé) d’être beaucoup moins vite dégradée.  
Les applications thérapeutiques humaines et vétérinaires sont en effet très nombreuses. On notera par exemple que la nisine est efficace dans le traitement contre les bactéries provoquant les mastites chez la vache, mais également contre les infections aux entérocoques, contre les ulcères peptique (infections de la muqueuse de l’estomac ou du duodénum du principalement à Helicobacter pylori) mais aussi dans le traitement de l’entérocolite (inflammation de l’intestin grêle ou du colon). Plus récemment, il a été démontré par Ghiselli et ses collaborateurs (Ghiselli et al. 2004) que la nisine permet l’inhibition des infections des greffes vasculaires causée par S. epidermis résistant à la méticilline, ou encore la capacité de la nisine à inhiber la motilité des spermatozoïdes, ce qui pourrait faire de ce lantibiotique un agent de contraception. 
En plus des utilisations en médecine humaine et vétérinaire,   la capacité de l’épidermine et de la gallidermine dans le traitement de l’acné, de l’eczéma ou encore de l’impétigo, une application possible de la mutacine 1140 dans le traitement des caries ont été proposées (Asaduzzaman et Sonomoto 2009). Marki et ses collaborateurs (Marki et al. 1991), ont également démontrés les propriétés inhibitrices de la cynnamicine et de la duramycine vis-à-vis de la phospholipase A2 et des enzymes convertissant l’angiotensine ainsi que des propriétés anti-inflammatoires.  
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CHAPITRE 4 :
 
Characterization of Amylolysin, a Novel lantibiotic from Bacillus amyloliquefaciens GA1.
Anthony Arguelles Arias, Marc Ongena, Bart Devreese, Mohammed Terrak, Bernard Joris  et Patrick Fickers. 
 PloS one 2013, 8 (12), e83037
Résumé  Il a été démontré que B. amyloliquefaciens GA1 produit un peptide antimicrobien, nommé amylolysine, actif sur une gamme de bactéries Gram positives, notamment S. aureus résistant à la méticilline. La caractérisation du génome a conduit à l'identification d'un groupe de gènes intervenant potentiellement dans la synthèse du lantibiotique. On retrouve un gène de structure (amlA) et les gènes impliqués dans la modification (amlM), le transport (amlT), la régulation (amlKR) et l'immunité (amlFE). L’interuption du gène amlA conduisant à la perte de l'activité biologique, ceci confirme que ce groupe de gènes intervient bien dans la synthèse de l’amylolysine.  Des analyses par spectrométrie de masse (MALDI-TOF et LC-MS) de l’amylolysine purifiée ont permis de démontrer que cette dernière correspond à un lantibiotique qui n’a pas encore été décrit à ce jour. La capacité de amylolysine à interagir avec le lipide II, et la présence d'un gène de modification unique, suggèrent que le peptide identifié appartient au groupe des lantibiotiques de type B. Seul deux gènes semblent être responsables de l’immunité dans le cas de l’amylolysine.
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CHAPITRE 5 :

Dual Mode of Action of Amylolysin, a Type-B Lantibiotic Produced by Bacillus amyloliquefaciens GA1.
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CHAPITRE 6 :

Antilisterial Activity on Poultry Meat of Amylolysin, a Bacteriocin
from Bacillus amyloliquefaciens GA1

Badre Halimi • Carine Dortu •Anthony Arguelles-Arias • Philippe Thonart •Bernard Joris • Patrick Fickers

 Probiotics & Antimicrob. Prot. 2010, 2, 120-125.







Résumé  Cet article décrit la production, la purification et l'activité contre différentes souches de Listeria sp.  de l’amylolysine, une bactériocine produite par B. amyloliquefaciens GA1. Premièrement, le génome de la souche a été analysé en utilisant des techniques de PCR afin de détecter la présence de clusters de gènes codant pour  la synthèse des bactériocines caractéristique de B. amyloliquefaciens, et de B. subtilis. Nos résultats suggèrent que l’amylolysine correspond à une nouvelle bactériocine. Enfin, l'effet de l’amylolysine sur la croissance de différentes souches de Listeria monocytogenes sur de la viande de volaille pendant 21 jours de stockage à 4 °C a été évalué. Un effet antibiotique a été observé pour toutes les souches des testées, démontrant que l’amylolysine est une nouvelle bactériocine qui pourrait être utilisée comme agent de conservation alimentaire.
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CHAPITRE 7 :


Discussion Générale.













En 1928, Rogers et al. ont mis en évidence la capacité de certaines espèces de Lactococcus sp.  d’inhiber la croissance d’autres bactéries lactiques. En 1947, Mattick and Hirsch, isolaient pour la première fois cette molécule appelée dès lors nisine, pour « Group N Streptococcus Inhibitory Substance » auquel ils ont ajouté le suffixe « ine » typique des antibiotiques produit par les streptocoques du groupe N de la classification de Lancefield (appelés plus tard Lactococcus sp.). Aujourd’hui, la nisine est utilisée dans plus de cinquente pays en tant qu’agent de conservation alimentaire E234. 
Bien que le nombre de lantibiotiques et la connaissance de ceux-ci n’a fait qu’augmenter ces dernières années, seule la nisine n’a, à l’heure actuelle, trouvé une réelle application industrielle. Bien que la majorité des scientifiques s’accordent à dire que les lantibiotiques représentent une alternative intéressante aux antibiotiques « classiques » pour contrer les phénomènes de résistance, aucun lantibiotiques n’a pour le moment été commercialisé dans ce sens. 
C’est dans ce sens but que la caractérisation de B. amyloliquefaciens GA1 fut initiée au laboratoire. En effet, B. amyloliquefaciens GA1, qui était encore appelée B. subtilis GA1 au commencement de cette thèse, avait déjà été décrite comme une souche étant capable d’inhiber la croissance de nombreux micro-organismes. Mais Toutefois, les molécules responsables des cette activité antimicrobienne n’étaient pas identifiées. La classification de la souche sur base de critères phénotypiques et biochimiques a été remise en question suite au séquençage partiel du génome de celle-ci. En effet, il est apparut que les 358 séquences d’ADN bactérien obtenues lors de ce séquençage présentent un pourcentage d’identité une homologie plus élevée avec les séquences d’ADN nuclétotidiques issuses de B. amyloliquefaciens que celles de B. subtilis. Le séquençage des gènes hautement conservés recN et recA, souvent utilisés afin de différencier deux espèces bactériennes proches, nous a permis d’identifier classer définitivement la souche en tant que comme un B. amyloliquefaciens.
B. amyloliquefaciens GA1 est une bactérie isolée sur des fraisiers et qui, comme beaucoup de bactéries associées aux plantes, joue probablement un rôle dans la stimulation de la croissance des plantes et une protection contre certains agents pathogènes de ces dernières en produisant notamment de nombreuses molécules de type PKS et NRPS. Afin de caractériser génétiquement la souche et avoir une vue d’ensemble des différents métabolites secondaires produits par B. amyloliquefaciens GA1, nous avons entrepris un séquençage partiel de celle-ci. Etant donné la taille des opérons codant pour ces PKS et NRPS (plusieurs dizaines de kb), il s’avère est attendu que statistiquement, un séquençage de 10% du génome de B. amyloliquefaciens GA1 devait permettre de mettre en évidence la présence des ces opérons. 
Ces prédictions se sont avérées exactes correctes, puisque les 358 séquences d’ADN dont la taille varie entre 1 et 1,5kb, nous ont permises de mettre en évidence de nombreux dire le nombre opérons codant pour des métabolites secondaires ayant une activité antimicrobienne. Outre la présence de ces opérons, la production des ces métabolites a également été  mise en évidence par LC-MS. 
Parmi ceux-ci, on retrouve quatre lipopeptides différents (surfactine, iturine A et fengycines A et B) jouant sans doute un rôle dans la survie et le développement de B. amyloliquefaciens GA1 dans son environnement naturel.  Un autre NRPS, la bacilibactine, appartenant à la famille des sidérophores a également été mis en évidence. Cette molécule permettant l’acquisition par la bactérie du fer présent dans des l’environnements où dans lequel celui-ci est présent à des une concentrations très faibles, devrait également jouer un rôle dans la survie de la souche. 
En plus de ces molécules de type NRPS, la production de trois PKS (difficidine, macrolactine bacillaene) aux propriétés antimicrobiennes fut également démontrée. Bacillus amyloliquefaciens GA1 produit également la chlorotétaïne, un dérivé chloré de la bacilysine, un dipeptide antimicrobien. 
Suite à une comparaison des métabolites produits par B. amyloliquefaciens GA1 et B. amyloliquefaciens FZB42, certaines différences ont pu être mises en évidence. En effet, la molécule de type NRPS produite par B. amyloliquefaciens FZB42 et codée par l’opéron nrs, n’a pu être mise en évidence chez B. amyloliquefaciens GA1. Les gènes mrs, intervenant dans la biosynthèse de la mersacidine, sont retrouvés présents au sein du génome de B. amyloliquefaciens FZB42  et n’ont pas non plus pu être mis évidence chez B. amyloliquefaciens GA1. Bien que l’on retrouve certains gènes mrs dans le génome de B. amyloliquefaciens FZB42, cette souche ne produit pas le lantibiotique puisque une partie des gènes responsables de sa biosynthèse ne sont manquants pas présents. Il est également important de noter que l’iturine A produite par B. amyloliquefaciens GA1 n’est pas produite par B. amyloliquefaciens FZB42 et que les gènes codant pour l’iturine A chez B. amyloliquefaciens GA1 (et que l’on retrouve chez de nombreuses souches de B. subtilis) sont remplacés par les gènes codant pour la bacylomycine D chez B. amyloliquefaciens  FZB42. Il est donc très probable qu’un transfert horizontal a eu lieu entre une souche de B. subtilis et B. amyloliquefaciens GA1. 
En plus des nombreux PKS et NRPS produits par Bacillus, ce genre est également connu pour produire des nombreuses bactériocines. Cependant, B. amyloliquefaciens semble, à l’heure actuelle, un genre une espèce qui peu représenté en ce qui concerne la production de  qui produit peu de ce type de molécules. Quelques bactériocines de type B ont été décrites chez B. amyloliquefaciens. Mais les lantibiotiques produits par B. amyloliquefaciens sont beaucoup plus rares. Bien que les gènes conférant la résistance à la mersacidine et à la subtiline soient présents chez B. amyloliquefaciens FZB42, les gènes responsables de la biosynthèse de la bactériocines ne sont pas présents ???? contradiction avec le paragraphe precedent ??? dans son génome. La mersacidine est néanmoins décrite comme étant produite par quelques souches de B. amyloliquefaciens. La mersacidine et à présent l’amylolysine serait à l’heure actuelle les deux seuls lantibiotiques ayant été décrits chez B. amyloliquefaciens.
Le paragraph surligné n’est pas très claire et difficile à lire
La caractérisation de l’amylolysine, qui fait l’objet de cette thèse de doctorat, peut être résumée en trois points principaux objectifs. Le séquençage et l’identification de l’ensemble des gènes responsables de la biosynthèse du lantibiotique. Une étude du mode d’action in vitro et in vivo du mode d’action du lantibiotique. Enfin, la mise en évidence d’une application biotechnologique possible de l’amylolysine. 
Le séquençage des différents opérons responsables de la biosynthèse de l’amylolysine a été réalisé en majorité par la technique de la PCR inverse (IPCR) (Ochman et al. 1988) qui permet une amplification des bordures d’une séquence génétique connue. Et, par conséquent, un séquençage de ces bordures. Cette technique nous a permis d’obtenir et de tirer des conclusions très intéressantes. Premièrement, la séquence du pré-lantibiotique codée par le gène amyA est une séquence qui n’est pas  avait pas encore décrite dans la littérature, et, deuxièment, cette séquence nucléotidique comporte un motif conservé chez la majorité des lantibiotiques de Type B. L’hypothèse selon laquelle l’amylolysine fait partir des lantibiotiques de Type B, a été est confortée par le fait qu’un seul gène de modification n’a été identifié suite au séquençage partiel des gènes aml. Enfin, on retrouve les gènes de régulation amlKR. Seuls les gènes de transport et d’immunités n’ont a pas pu être identifiés et séquencés par IPCR. La technique de l’IPCR ne donnant plus de résultats exploitables, ces gènes ont pu être séquencés suite au séquençage génomique de B. amyloliquefaciens IT45. En effet, une recherche de gènes homologues à l’aide du logiciel BLAST nous a permis de découvrir au sein du génome de B. amyloliquefaciens IT45, une séquence identique à la séquence obtenue par IPCR. Les gènes amlT, amlF et amlE ont ainsi pu être séquencés. Il est à noter que les annotations des différents gènes responsables de la biosynthèse de l’amylolysine au sein du génome de B. amyloliquefaciens IT45 ne font pas  référence à des gènes de biosynthèse d’un lantibiotique. De plus, aucune recherche ne fait état de la production d’un lantibiotique chez cette la souche B. amyloliquefaciens IT45. Cette caractérisation génétique, amenant à l’hypothèse que B. amyloliquefaciens GA1 produit un lantibiotique qui n’a pas encore été décrit dans la littérature, sera confirmée par la détermination de la masse du composé ainsi que par la mise en évidence par LC-MS de la présence au sein du métabolite de l’acide aminé modifié lanthionine. 
Afin de pouvoir permettre une caractérisation complète du lantibiotique, il était également important de pouvoir contrôler sa production et de pouvoir mettre au point une méthode de purification simple et efficace. Etant donné la très faible production de ce type de molécules, la mise au point d’une méthode de purification adaptée à des volumes de culture élevé était impérative. Après de nombreux essais de différents milieux de culture, et de méthode de purification, une méthode permettant la purification de l’amylolysine à partir d’une production en milieu riche a été mise au point. Cette purification comprend trois étapes principales. Premièrement, l’obtention du surnageant de culture par filtration tangentielle sur fibre creuse. Ensuite, une semi purification et une concentration de ce surnageant respectivement par chromatographie hydrophobe sur résine XAD16 et évaporation sous vide. Enfin, une purification finale par chromatographie en phase inverse (RP-HPLC) sur colonne C18. 
B. amyloliquefaciens GA1 produit un grand nombre de molécules bioactives de type PKS et NRPS, afin de se défaire de l’activité de ces nombreux métabolites notamment lors de test d’activité de l’amylolysine ou de calculs de concentration minimale inhibitrice (MIC) on ne doit plus introduire des abbréviations de ce type dans la discussion générale, une souche Δsfp a été construite.   De cette manière, les lipopeptides pouvant interférer avec l’activité de l’amylolysine ne sont plus produits et l’activité antibactérienne mesurée n’est due qu’à l’activité de l’amylolysine.
La majorité des lantibiotiques décrits à l’heure actuelle, qu’ils soient de Type A ou de Type B, ont la particularité d’interagir avec le lipide II. Afin de mettre en évidence cette particularité et profitant au sein du laboratoire de la disponibilité de [14 C] lipide II, l’interaction in vitro de l’amylolysine et du lipide II a pu être mise en évidence par chromatographie sur couche mince (TLC). Cette observation a pu être confirmée in vivo, en utilisant le système de gène rapporteur pLial-lacZ. En effet, la fusion reportrice entre le promoteur pLial avec le gène lacZ a permis de quantifier l’interaction entre l’amylolysine et le lipide II en mesurant l’activité du gène lacZ qui est sous l’influence du promoteur pLial, lui-même activé par toute molécule interférant avec le cycle du lipide II. 
L’étude du mode d’action du lantibiotique a été complétée par deux autres techniques. Premièrement, des mesures de dépolarisation de la membrane des bactéries sensibles à l’amylolysine ont été effectuées en utilisant la capacité d’un fluorophore à entrer et sortir librement de la bactérie en fonction de ce potentiel de membrane. Grace à cette technique, il a été mis en évidence que l’amylolysine est capable de dissiper le potentiel de membrane d’une bactérie, causant donc ainsi la mort de celle-ci. Cependant, cette technique ne permet pas de conclure en la capacité de l’amylolysine de former des pores dans la membrane des bactéries. En effet, une désorganisation de cette membrane sous l’action de l’amylolysine pourrait produire une telle dépolarisation membranaire. Afin de s’assurer que le lantibiotique est capable de former des pores dans la membrane plasmique des bactéries, l’efflux de molécules absorbant dans l’ultra-violet après l’addition de l’amylolysine a été mesuré. De cette manière, le fait que ces molécules se retrouvent à l’extérieur de la bactérie suite à l’action de l’amylolysine ne peut s’expliquer que par la formation de pores dans la membrane des bactéries et non plus par une désorganisation de cette membrane qui ne permettrait pas l’efflux de ce type de molécules (acides nucléiques, acides aminés aromatiques,…).  
La classification des lantibiotiques utilisent entre autre la différence de mode d’action qu’il existe entre les différentes molécules. En effet, si les lantibiotiques de Type A semblent souvent posséder un double mode d’action, aucun lantibiotique de Type B, à l’exception des lantibiotiques à deux composantes, n’a pour le moment été décrit avec un tel double mode d’action. Il semblerait pourtant que l’amylolysine, ayant été démontrée comme appartenant au lantibiotique de Type B possède ce double mode d’action. L’amylolysine est en effet capable d’interagir avec le lipide II ce qui implique l’inhibition de la synthèse du peptidoglycane. Mais, le composé est également capable de former des pores dans la membrane plasmique de la bactérie cible. L’amylolysine semblerait donc être le premier lantibiotique possédant les caractéristiques moléculaires et structurales de la majorité des lantibiotiques de Type B, mais partageant les caractéristiques mécanistiques de la majorité des lantibiotiques de Type A. 
Comme dit précédemment, la nisine, premier lantibiotique décrit, est à présent le seul lantibiotique utilisé industriellement en tant qu’agent de conservation alimentaire. L’activité des bactériocines en tant que conservateurs est influencée par un grand nombre de paramètres ; notamment la sensibilité aux protéases présentes dans les denrées alimentaires. En plus de la capacité de l’amylolysine à inhiber la croissance de différentes souches  de L. monocytogenes colonisant la viande de poulet, nous avons démontrés que l’activité de l’amylolysine était significativement moins affectée par les protéases présentes naturellement dans la viande de poulet que l’activité de la nisine. Ce qui fait de ce lantibiotique un candidat très intéressant en tant qu’agent de conservation. 
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Cette thèse de doctorat a permis une caractérisation globale de l’amylolysine et de la souche qui la produit. Cependant cette caractérisation n’est pas terminée. Outre les possibilités quasiment infinie de caractérisation de l’amylolysine (structure 3D ??? de chaque protéines resposables de la biosynthèse, étude de chimères amylolysine-autre lantibiotique, utilisation de la machinerie de modification de l’amylolysine sur d’autres protéines, tests cliniques en médecine vétérinaire et humaine, etc…), seuls les perspectives à court terme seront développées ici.  
Si les gènes responsables de la biosynthèse de l’amylolysine ont tous été séquencés et identifiés.  Le mode d’action ??? fonctionnement de certains de ceux-ci reste encore à être étudié. C’est le cas, des gènes d’immunité amlE et amlF. En effet, rares sont les souches qui ne possèdent que deux protéines d’immunité pour leurs conférer une immunité totale face au lantibiotique qu’elles produisent. Il serait donc intéressant de comparer le mécanisme fonctionnement de l’immunité de B. amyloliquefaciens GA1 contre l’action de l’amylolysine avec d’autres souches productrices de lantibiotique mais qui produisent plus de protéines d’immunité.  
Pour ce faire, une comparaison quantitative  par RT-PCR de l’expression de différents gènes lanF et lanE présents chez différentes souches productrices de lantibiotiques serait intéressante. En effet, une production plus importante des protéines AmlE et AmlF par rapport à d’autres souches possédant plus de gènes codant pour des protéines d’immunité (LanG et LanI) permettrait de fournir une première explication de la différence qu’il existe entre les différentes souches du point de vue du nombre de protéines d’immunité. 
Concernant le mode d’action de l’amylolysine, bien que sa capacité à interagir avec le lipide II et à former des pores dans la membrane des bactéries sensibles au lantibiotique aient été mises en évidence, il serait intéressant de confirmer l’inhibition de la synthèse du peptidoglycane suite à l’interaction de l’amylolysine avec le lipide II. Brotz et al  en 1995,  (Brotz et al. 1995) ont utilisés deux techniques différentes afin de démontrer la capacité de la mersacidine à inhiber la biosynthèse du peptidoglycane. Premièrement, par microscopie électronique, ils ont pu démontrer que la membrane des bactéries cibles était significativement plus mince après traitement de ces bactéries avec la mersacidine. La deuxième technique utilisée a permis de confirmer cette hypothèse in vitro, le taux d’incorporation de [14C] GlcNAc dans le peptidoglycane a en effet été mesuré en présence et en absence de mersacidine. Cette technique est similaire à la technique que nous avons employé afin de mettre en évidence par TLC l’interaction entre l’amylolysine et le lipide II. En bref, le [14C] GlcNAc ainsi que de l’UDP-MurNAc-peptapeptide et des membranes sont incubées pendant 20 minutes à 30°C en présence de différentes concentrations de mersacidine. Puis, après avoir stoppé la réaction,  les différents échantillons sont utilisés en chromatographie sur papier afin de séparer les différents composants. Les polymères de peptidoglycane potentiellement formés migrant beaucoup plus lentement que les autres molécules. Une quantification de la radioactivité présente permet ainsi de quantifier l’inhibition de la synthèse de peptidoglycane. 
Enfin, le point qui semble le plus important à éclaircir dans la caractérisation de l’amylolysine est sans doute la détermination de sa structure et de sa séquence après modification. En effet, bien que la séquence potentielle de l’amylolysine après modification ait été discutée dans cette thèse sur base de comparaison avec les autres lantibiotiques. Aucunes expériences n’a permis, à l’heure actuelle, de confirmer ces prédictions. Pour ce faire, plusieurs techniques peuvent être envisagées afin de connaitre spécifiquement le nombre et la place des différents acides aminés modifiés au sein de la séquence peptidique de l’amylolysine. 
La spectrométrie de masse permettrait d’obtenir ces informations. En effet,  il est possible en milieu réducteur de greffer sur les acides aminés modifiés des groupements chimiques, ces acides aminés pourront ensuite être détectés en spectrométrie de masse. La dérivatization de Meyer (Meyer et al. 1994) permettrait par exemple permettre l’addition d’un groupement  NNNN le quel ????de 78Da sur chaque résidu Lan, MeLan Dha et Dhb. Une alternative à cette dérivatization, mise au point par Smith et al., (Smith et al. 2000) n’ajoutera ce groupement que sur les Dha et Dhb. Par extrapolation des résultats obtenus il est ensuite possible de connaitre le nombre des différents acides aminés modifiés et d’en déduire l’endroit où ils sont situés dans la séquence peptidique du lantibiotique. Ces deux modifications des lantibiotiques, peuvent également être utilisées afin d’obtenir la séquence par dégradation d’Edman. 
Bien que cette technique semble assez simple, de nombreux essais faits sur l’amylolysine et la nisine ne nous ont pas permis d’obtenir de résultats exploitables. 
La résonance magnétique nucléaire (RMN) est sans doute la technique qui permettrait d’obtenir toutes les informations manquantes concernant la structure et la séquence de l’amylolysine active. De nombreux articles de recherche ont en effet prouvé que cette analyse par des mesures RMN sur les lantibiotiques permettent d’obtenir ces informations. Toutefois, bien que cela ait été déjà réalisé de nombreuses fois dans la littérature, chaque lantibiotique semble avoir un  comportement différent face à l’analyse RMN. De plus cette technique d’analyse, demande une quantité de matériel importante, ce qui, dans le cas des lantibiotiques, est un facteur limitant. Des problèmes liés à la préparation de l’échantillon sont également souvent rencontrés. Par exemple, une dégradation partielle du lantibiotique suite à sa purification, la solubilité réduite de ce dernier dans les conditions (de pH, de volume de solution,…) requises pour les mesures de RMN. 
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The worldwide emergence of multidrug-resistant pathogens is a serious medical concern nowadays. The need to discover
new bioactive molecules active against these bacteria is crucial and is one of the main fields of research for modern
microbiologists. Most natural antibiotics used in medicine are biosynthesised by Gram-positive bacteria. Recent advances
in genomics and genome sequencing have shown that the potential of these organisms to produce molecules of
pharmacological interest has been greatly underestimated. Full genome sequencing has revealed the three main groups
according to their biosynthesis pathways: peptides manufactured by the conventional ribosomal assembly, NRPS
metabolites (nonribosomal peptide synthetase) and polyketides (PKS — polyketide synthase). The genera Bacillus,
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus and Lactococcus are responsible for the production of the majority of
ribosomal peptides (lantibiotics and bacteriocins) whereas NRPS and PKS metabolites — molecules synthesised by large
enzymatic complexes — are mostly produced by bacteria of the Actinomycetales order (the Streptomyces genus produces
two-thirds of natural antibiotics, antitumour agents and immunosuppressors used in medicine) and by Bacillus species.

This chapter will survey the three main biosynthesis pathways leading to antibiotic production in Gram-positive bacteria —
ribosomal peptide synthetase, NRPS and PKS — and provide insights on recently characterised molecules arising from
these antibiotic assembly processes.

Keywords: Gram-positive bacteria, polyketides, nonribosomal peptides, bacteriocins, lantibiotics.

1. Introduction

Following the discovery of the first microbial bioactive metabolites in the 1940s, microbiologists have focused on the
isolation, purification and characterisation of molecules of pharmacological interest produced by microorganisms. In
1946, streptomycin, an antibiotic produced by Streptomyces griseus, proved to be the first effective treatment against
tuberculosis [1,2]. A large number of bacterial metabolites featuring antibacterial (vancomycin, chloramphenicol,
bacitracin) antifungal (natamycin) and antitumour (mitomycin) activities were discovered in the following two decades.
By the early 1970s, the rate of discovery of bacterial molecules had decreased sharply and by the 1980s, pharmaceutical
companies were of the belief that most of the useful compounds biosynthesised by microorganisms had been discovered
(Fig. 1). With the increase in multidrug-resistant pathogens, new antibacterial molecules were required and the focus of
antimicrobial research shifted to synthetic chemistry. Although an impressive number of molecules were synthesised,
the majority lacked the features essential for interaction with biological targets [3].

At the turn of the millennium, advances in genome sequencing have revealed that Gram-positive bacteria possess an
unexpectedly high number of genes potentially implicated in the biosynthesis of antibiotic-like compounds. More than
4% of the Bacillus subtilis genome codes for potential gene clusters of polyketides and bacteriocins [4]. The genome
sequences of the model actinomcyete strain Streptomyces coelicolor and of the industrial strain Streptomyces avermitilis
have disclosed the presence of, respectively, 20 and 30 gene clusters implicated in secondary metabolism, mainly
polyketide synthases (PKS) and nonribosomal peptide (NRPS) synthetases [5, 6]. These results were unexpected as only
a handful of bioactive compounds had previously been identified for each of these strains. Therefore, many potentially
useful compounds have not been identified during routine screening or have not been produced under laboratory
conditions. The gene clusters that remain unexpressed have been called silent or “cryptic” and represent a great reserve
of novel drugs. These bacteriocins, PKS and NRPS silent clusters have generated a renewed interest in bacterial
metabolites as microbiologists aim to awaken these cryptic biosynthetic genes [7, 8].

Throughout the golden age of bacterial antibiotic discovery, molecules were identified by standard laboratory
screening for antimicrobial activity. The molecules responsible for these activities were then purified and characterised
in order to assess their suitability as drugs (antibiotic, antifungal, etc). Further research led to the understanding of their
biosynthetic gene cluster organisation and regulatory pathways. Currently, available bacterial genomes are screened for
bacteriocin, PKS and NRPS gene clusters, as microbiologists and pharmaceutical companies aim to develop strategies
(e.g. optimising culture conditions, modulating the expression of secondary metabolite regulators, etc) leading to the
production and characterisation of the cryptic metabolites associated with these biosynthetic gene clusters [9].
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Fig. 1 Chronology of drug discovery and emergence of resistant strains. The plain curve represents the discovery rate of useful
natural secondary metabolites since the 1940s. The dotted curve highlights the increase in pathogen-resistant strains over the same
period. Examples of several biologically active compounds have been placed on the graph according to their year of discovery along
with the emergence of their natural resistance (underlined) [10, 11].

2. Polyketide synthases and nonribosomal peptide synthetases

Polyketides (PKs) and nonribosomal peptides (NRPs) are biosynthesised from acyl-coenzyme A monomers and amino
(or hydroxyl) acid building blocks, respectively, in an assembly line fashion. NRPs are biosynthesised by large
multimodular proteins in which each enzymatic module catalyses one step of elongation and modification of the
growing polypeptide chain. Bacterial PKSs are subdivided into two groups [12]. Type I PKSs are very similar to
NRPSs, consisting as they do of large multifunctional proteins in which each active site is responsible for the catalysis
of one cycle of polyketide elongation and modification. Type II PKSs, on the other hand, feature each catalytic site on
distinct mono- or bi- functional proteins [13]. The genes coding for these massive enzymatic complexes are clustered in
operons than can span over 150 kb. In addition to the biosynthetic genes, the operons often carry genes coding for
regulators, PK or NRP export systems (such as ABC transporters), resistance mechanisms for the molecule synthesised,
or proteins that will further modify the secondary metabolite.

2.1 Nonribosomal peptide synthetases

The NRPS mechanism was first described in 1971 during research on gramicidin S and tyrocidin biosynthesis [14]. As
stated previously, NRPSs are modularly organised with each module responsible for the incorporation of a specific
amino acid. The modules consist of at least three core domains catalysing a specific reaction in the incorporation of a
monomer. The first, the adenylation (A) domain, selects the cognate amino acid which it activates by transforming it
into an amino acyl adenylate. The thiolation or peptidyl carrier protein (PCP) domain covalently binds the activated
monomer to the synthetase by a phosphopantetheinyl arm. The condensation (C) domain catalyses the formation of a
peptide bond between the amino acids linked onto two adjacent modules. A dedicated loading module, carrying only the
A and PCP domains, is the first module of the NRPS, whereas a termination module containing a thioesterase (TE)
domain, which releases the peptide from the synthetase, concludes the assembly line (Fig. 2). These synthetase
mechanisms can function in two different ways. Linear NRPSs instigate synthesis starting with the loading module, the
following modules each adding a specific amino acid, and ending with the cleavage of the peptide by the TE domain
(i.e. surfactin). Iterative NRPSs (i.e. gramicidin S) are able to reuse, in succession, one, several or the totality of the
modules present on the synthetases [15]. Many NRPSs feature secondary specialised domains within modules that
allow residue modifications. Epimerisation (E) domains lead to D-isomer forms of amino acids, methylation (M),
oxidation (Ox), reduction (R), formylation (F) and heterocyclisation (Cy) domains enable NRPSs to biosynthesise an
impressive number of diversified peptides with broad biological activities that cannot be produced by the classical
ribosomal machinery [16].

In recent decades, numerous bioactive molecules assembled by the NRPS pathway have been discovered and their
biosynthetic clusters characterised. Recently, a database containing more than a thousand NRPs has been created,
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providing users with an interesting computational tool for systematic study of these molecules in numerous
microorganism species [17]. The diversity in structure of these compounds is responsible for their wide-ranging
activities and different mechanisms of action, and the very diverse biological targets of these molecules has been
exploited for pharmaceutical purposes. Daptomycin, for instance, inserts itself into the bacterial cell membrane causing
membrane depolarisation and a potassium ion efflux. This is followed by the arrest of DNA, RNA and protein synthesis
resulting in bacterial death [18]. Bacitracin disrupts the biosynthesis of the bacterial cell wall by interacting with
undecaprenyl pyrophosphate, thereby enabling the bacteria to assemble peptidoglycan [19]. Echinomycin acts as a
DNA intercalating agent in both bacteria and eukaryotic cells. It disables DNA replication leading to bacterial death and
is also used to prevent DNA replication in tumour cells, thus preventing the propagation of cancers [20]. Table 1
features a few of these compounds, their biological activities and their producing strains.

With the number of bacterial genomes sequenced increasing by the day and with the emergence of bioinformatic
tools predicting the structure of NRPs from the arrangements and sequences of the different modules composing the
synthetase, identifying new metabolites by genome mining has become a reality [21]. Recently, an NRPS gene cluster
was identified in the genome of Streptomyces coelicolor. The predicted structure and theoretical biochemical properties
of this hypothetical metabolite has led to the identification and characterisation of a novel peptide siderophore, a potent
iron chelator named coelichelin [22]. The discovery of new natural products by genome mining is an encouraging sign,
suggesting that this methodology could lead to the isolation of novel molecules of pharmacological interest.

NRPS gene 1 NRPS gene 2
Modille 1 Modﬂle 2 Motiule 3 Mod}dle 4

Fig. 2 Schematic representation of a hypothetical nonribosomal peptide synthetase composed 4 modules and encoded by two
different genes. The hypothetical resulting product is therefore a tetrapeptide. (A, adenylation; PCP, peptidyl carrier protein; C,
condensation; TE, thioesterase).

2.2 Polyketide synthases

PKSs assemble the core structures, also called aglycons, of polyketides from acyl-coenzyme A monomers in a head-to-
tail fashion. Type I PKSs are similar to NRPSs in that the different catalytic domains are found in a single polypeptide
and are further subdivided into iterative and modular (linear) synthases. An iterative type I PKS is a monomodular
megasynthase in which a single set of catalytic domains is used repeatedly in a highly programmed fashion. Modular
PKSs feature several separate modules that do not repeat. Type II PKSs possess a biosynthetic mechanism analogous to
iterative type I PKSs but harbour their catalytic domains on mono- or bi- functional proteins. Several bacteria and fungi,
but mostly plants, possess type III PKSs. They consist of a single multimodular protein synthesising molecules which,
as they do not show exceptional biological activities, will not be the object of further discussion here [23]. Each PKS
module consists of at least three core domains: an acyltransferase (AT) domain which selects the appropriate extender
unit and transfers it to the acyl carrier protein (ACP) domain, where a thioester bond is formed fixing the growing
polyketide to the synthase, and a ketosynthase (KS) domain. The KS domain is responsible for the condensation
between the extender unit present on the ACP domain of the same module and the polyketide intermediate bound to the
ACP domain of the preceding module. Additional secondary domains such as ketoreductase (KR), oxidation (Ox),
dehydratase (DH), methyltransferase (MT), enoylreductase (ER) and methylation (M) domains modify the growing
polyketide molecule. Type I PKSs often feature a cyclase (Cy) domain leading to the formation of aromatic structures.
The last module possesses a thioesterase (TE) domain catalysing the release of the final product from the enzyme [24]
(Fig. 3). Interestingly, the hedamycin gene cluster of Streptomyces griseoruber presents an unusual organisation. This
antitumour polyketide antibiotic intercalates between DNA oligonucleotides and is assembled by a hybrid type I/type II
PKS. The characterisation of the hedamycin gene cluster harbours 6 type II genes and 2 type I genes [25].
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Fig. 3 Schematic representation of a hypothetical polyketide synthase composed of four distinct modules. A) The synthase consists of
a single multimodular protein encoded by a single gene harbouring the four enzymatic modules, characteristic of type I PKSs. B)
Each module is present on a single monofunctional protein, which defines a type II PKS. (AT, acyltransferase; ACP, acyl carrier
protein; KS, ketosynthase; DH, dehydratase; KR, ketorudactase; TE, thioesterase).

Due to their versatile assemblage mechanism, polyketides exhibit remarkable diversity both in terms of their
structure and their biological activities (Table 1). Erythromycin, for instance, is a macrolide that inhibits protein
synthesis by binding to the 50s subunit of the bacterial 70s TRNA complex [26]. Avermectin is an antiparasitic and
insecticidal drug that binds selectively to glutamate-gated chloride ion channels in invertebrate muscle and nerve cells,
causing an increase in the permeability of the cell membrane to chloride ions and a resulting hyperpolarisation of the
cell, leading to paralysis and death of the parasite [27]. Nystatin binds to sterols in fungal cell membrane, resulting in
the cell membrane's inability to function as a selective barrier and the subsequent loss of essential cellular constituents

[28].

2.3 Hybrid polyketide synthase and nonribosomal peptide synthetase

Several compounds isolated from bacteria are biosynthesised by NRPS - PKS hybrid synthetases. These metabolites are
composed of a polyketide backbone featuring incorporated amino acids in the case of a PKS/NRPS hybrid or a peptidyl
chain harbouring ketone groups characteristic of an NRPS-PKS hybrid. The characterisation of several of these
secondary metabolite clusters has led the scientific community to assume that these hybrid systems are relatively
frequent. The gene cluster coding for the anticancer drug bleomycin is considered the model for hybrid peptide-
polyketide synthetases. Its megasynthase consists of 9 NRPS modules and a single PKS module (Fig. 4). The same
catalytic sites appear to be conserved in the hybrid PKS-NRPS, with the exception of the KS domain that remains
unique [29]. Interestingly, the N-terminal module of the bleomycin biosynthetic cluster features an acyl-CoA ligase
(AL) domain instead of the classic adenylation domain. These hybrid metabolite biosynthesis mechanisms greatly
expand the structural diversity and functions of natural products (Table 1). Bleomycin is an antibiotic possessing
antitumour properties that forms an intermediate iron complex reacting with oxygen to produce superoxide free radicals
that cleave DNA [30].
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Fig. 4 Simplified linear model of the hybrid NRPS/PKS bleomycin synthetase. The nine amino acids and the malonyl coenzyme A
forming the aglycon are represented in red and blue, respectively. The first module (NRPS 5) is the loading module. (AL, acyl-CoA
ligase; ACP, acyl carrier protein; C, condensation; A, adenylation; PCP, peptidyl carrier protein; KS, ketosynthase; AT,
acyltransferase; MT, methyltransferase; KR, ketoreductase; Cy, cyclase; Ox, oxidation) [29].
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Table 1 Examples of metabolites produced by Gram-positive bacteria used in human medicine along with their

biosynthetic mechanisms, therapeutical uses and producing strains.

Name Cluster Clinical use Producing strain(s) References
Surfactin NRPS Antibiotic/Antiviral Bacillus subtilis [31]
Bacitracin NRPS Antibiotic B. subtilis / B. licheniformis [31]
Mycosubtilin ~ NRPS Antifungal B. subtilis [31]
Vancomycin ~ NRPS Antibiotic Nocardia orientalis [32]
Daptomycin NRPS Antibiotic Streptomyces roseosporus [18]
Pristinamycin ~ NRPS Antibiotic S. pristinaespiralis [33]
Actinomycin ~ NRPS Antibiotic/Antitumour S. parvullus [34]
Echinomycin ~ NRPS Antibiotic/Antitumour S. echinatus [20]
Erythromycin  Type I PKS Antibiotic Saccharopolyspora erythraea [35]
Nystatin Type I PKS Antifungal Streptomyces noursei [24]
Avermectin Type I PKS Antiparasitic S. avermitilis [23]
Tetracycline Type II PKS Antibiotic S. aureofaciens [36]
Daunorubicin ~ Type I PKS Antitumour S. peucetius [37]
FK-506 PKS/NRPS Immunosuppressor S. tsukubaensis [38]
Bleomycin NRPS/PKS Antibiotic/Antitumor S. verticillus [30]
Rapamycin PKS/NRPS Immunosuppressor/Antifungal S. hygroscopicus [39]

2.4 Awakening cryptic secondary metabolites and genetic engineering

Table 1 is not an exhaustive list, as many more natural compounds produced by Gram-positive bacteria play an
important role in human and veterinary medicine. This highlights the pharmacological importance of these molecules.
With the development of resistance mechanisms to these molecules by human and/or animal pathogens and the
concomitant decline in the discovery of natural metabolites (exhibited in Fig. 1), new methodologies have been
developed to take advantage of the ability of microorganisms to produce these useful bioactive compounds. Genome
mining was discussed above in relation to the discovery of the new catecholate siderophore coelichelin. A strategy in
vogue nowadays is to try to awaken silent PKS and NRPS clusters. Several approaches have been proposed to express
these silent genes and identify their related biosynthetic products. Considering that the biosynthesis of most secondary
metabolites is medium-dependent, an easy approach is to test numerous producing media supplemented by different
carbon and nitrogen sources. The appropriate medium or a precise nutrient could trigger the production of cryptic
metabolites [7]. Predicting the hypothetical structure of the molecule makes it possible to determine its potential
precursors, which could be supplemented to the media leading to the production of the natural compound [40].

A novel approach to activating secondary metabolite clusters has proven to be successful. Modulating antibiotic-
specific regulatory genes has led to the production and characterisation of two novel PKs. The deletion, in the model
organism S. coelicolor, of the schbR2 gene encoding a gamma-butyrolactone receptor induced the expression of the
orphan cpk biosynthetic pathway. The novel polyketide associated with the type I PKS exhibits antibacterial activity [8,
41]. The partial genome sequence of Streptomyces ambofaciens reveals the presence of a type I PKS gene cluster
spanning 150 kb. These genes are not expressed under laboratory conditions and their metabolomic product has yet to
be identified. The constitutive overexpression of a putative LAL (Large ATP binding of the LuxR family) regulator
triggered the expression of the gene cluster leading to the production of a giant macrolide with promising antitumour
activity [42]. This approach appears to be a powerful strategy to awaken cryptic secondary metabolite gene clusters
which could lead to the discovery of numerous potentially bioactive compounds.

The growing understanding of PKS and NRPS mechanisms has led to the development of a technique yielding
"unnatural" natural compounds by genetic engineering. This method consists of adding, subtracting or permuting
modules or catalytic domains of a known natural synthase to obtain NRPs and PKs presenting modified structures and
functions. Some of these modified metabolites exhibit more potent biological activities than the natural compound [43].

Finally, there is an emerging consensus that, in an environmental concentration range (usually too low to inhibit
growth of bacteria and fungi), PK and NRP metabolites evince a plethora of functions (other than laboratory-induced
antimicrobial and antifungal properties) legitimising the important energetic cost required for their synthesis. These
molecules could play extremely important roles in cell-cell signalling, transcriptional and metabolism regulation,
morphological development, etc [44, 45].
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3. Ribosomally synthesised peptides

Beside NRP and PK molecules, bacteria from the Bacillus and Streptomyces genus also produce ribosomally
synthetised peptides with biological activity, the so-called bacteriocin. Based on their structure and biological activities,
bacteriocins are divided into three main groups.

Class I bacteriocins, also known as lantibiotics, are characterised by their unusual amino acids such as lanthionine,
methyllanthionine and dehydrated residues. Lanthionines and methyllanthionines residues are enzymatically
synthesised by the cyclisation of a free cysteine and a dehydrated residue, namely dehydroalanine (Dha) and
didehydrobutyrine (Dhb), respectively. DhA and Dhb are obtained beforehand by the dehydratation of a serine or a
threonine [46]. Lantibiotics can be further subdivided into two types based on their structure and mode of
posttranslational modifications (see below) (Table 1). Type A lantibiotics exhibit linear secondary structures and are
positively charged (Fig. 5A). Upon synthesis, they are modified by two distinct LanB and LanC enzymes and processed
by the LanP protease. Type B lantibiotics, conversely, exhibit a globular structure and are non-charged (Fig. 5B). They
are modified by a single modification LanM enzyme and processed by a LanT ABC transporter that has N-terminal-
associated protease activity [47]. Two-component lantibiotics consisting of two post-translationally modified peptides
that act synergistically could be classified into a third group but instead are classified as type B lantibiotics because each
subunit is processed by a single modifying LanM-type enzyme [48]. Lantibiotics are mostly produced by Bacillus sp.
Class II bacteriocins include small ribosomally synthesised peptides (> 5kDa) that do not display any modification in
their amino acids except for, in some cases, the presence of disulfide bridges. Class II bactreriocin can be further
subdivided into three subclasses (Ila, IIb, IIc) based on structural properties, activity and mode of action [49, 50]. Class
IIa bacteriocins are characterized by an hydrophobic N-termini containing the YGNGV consensus sequence and a
disulfide bridge. Class IIb feature two-component non-modified bacteriocin whereas class Ilc regroups all the other
molecules that do not correspond to class Ila and IIb.

Class III bacteriocins are heat sensitive molecules with a molecular weight superior to 30 kDa. Its only representative
among the Bacillus genera is the megacin A-216 produced by B. megaterium. This 293 amino acids peptide only
exhibits a phospholipase A2 activity [51].

Table 2 Classification of bacteriocins of Bacillus species.

Class or Subclass Name Producing strain References
Class I
Subclass IA Subtilin B. subtilis ATCC6633 [52]
Ericin S B. subtilis A1/3 [53]
Ericin A B. subtilis A1/3 [53]
Subclass 1B Sublancin 168 B. subtilis 168 [54]
Mersacidin B. subtilis HIL Y-85 [55]
Haloduracin B. halodurans C-125 [56]
Lichenicidin B. licheniformis DSM13 [57]
Class II
Subclass TIA Coagulin B. coagulans 14 [58]
(Pediocin-like) SRCAM1580 B. citrulans [59]
Subclass IIB .. L
(Thuricin-like) Thuricin HD2 B. thuringiensis [60]
Cerein MRX1 B. cereus [61]
Class III Magacin A-216 B. megaterium [51, 62]

3.1 Genetic loci for lantibiotic production, regulation of production and mode of action

Subtilin, produced by B. subtilis ATCC6633, is the most studied class of bacteriocin produced by members of the
Bacillus genus. Active subtilin is composed of 32 amino acids, eight of which are post-transcriptionally modified: four
methyllanthionines (Abu-S-Ala), one didehydrobutyrine, one dehydroalanine and one lanthionine (Ala-S-Ala) and [52].
Despite the relative phylogenetic distance between the producer strains, the structure, biosynthetic pathway, regulation
and mode of action of all lantibiotics are highly conserved. Subtilin is a cationic pentacyclic lantibiotic belonging to the
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class of type IA lantibiotics. The gene cluster, which is approximately 12 kb for class I bacteriocin synthesis, is
composed of a structural gene as well as other genes necessary for the modification, transport, regulation and immunity
for self-protection of the producer strain. The subtilin gene cluster is composed of 10 ORFs, spaBTCSIFEGRK whose
expressions are governed by four distinct promoters (Fig. 5C). Subtilin is synthesised as a 56-residue premature inactive
peptide encoded by structure gene spasS, which contains a signal sequence of 24 residues. SpaB and SpaC are involved
in the dehydratation of serine and threonine, which are required for the formation of Dha and Dhb, respectively, as well
as that of lanthionine, which is the result of the cyclisation of Dha with thiol group of a free cysteine. Presubtilin is
exported by the ABC transporter protein SpaT and is then processed by the serine protease subtilisin to form a bioactive
subtilin. Self-protection of the producer strain from the synthesised lantibiotics is ensured by different immunity
mechanisms. The lipoprotein Spal, a membrane-bound protein, interacts specifically with subtilin causing its
inactivation. Another immunity complex formed by SpaF, SpaE and SpaG acts like an ABC transporter which pumps
subtilin out of the producer strain.

The production of lantibiotics appears to be regulated at the transcriptional level in a cell-density-dependent manner
(i.e. by quorum sensing) and was found to act as an auto-inducing agent [63]. Two proteins, spaR and spakK,
corresponding to a response regulator protein and a sensor kinase, respectively, form the regulatory system. After
subtilin reaches a specific threshold, it activates the membrane-bound SpaK protein which then autophosphorylates.
This leads to the phosphorylation of SpaR, which in phosphorylated form can recognize the binding domain on three
promoters upstream of spaS, spaBTC and spalFEG, resulting in subtilin production. (Fig. 5C). In addition, SpaRK
expression is controlled by the sporulation transcription factor Sigma H [64]. Therefore, subtilin production is closely
related to both to cell density and to sporulation mechanism. Lantibiotics are exclusively active against Gram-positive
bacteria by forming pores in target cell membranes. This pore formation could be mediated through an interaction with
the so-called lipid II [undecaprenylpyrophosphoryl-MurNAc-(pentapeptide)-GIcNAc] or bactoprenyl pyrophosphate
inhibiting, thus, the peptidoglycan synthesis [65].
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Fig. 5 Comparison of subtilin (A), a class I lantibiotic, and mersacidin (B), a class II lantibiotic. Modified residues are shaded. C.
Schematic representation of biosynthesis and regulation of subtilin in Bacillus subtilis.

3.2 Unusual antibiotic peptides.

Members of the Streptomyces genus are known to produce unusual lantibiotics which do not exhibit antibiotic activity,
one of which is the morphogenetic surface active peptide SapB. This lantibiotic is required for aerial mycelium
formation by Streptomyces coelicolor [66]. The ram gene cluster is made up of five genes: ramCSABR. The structure
gene ramS encodes a non-modified peptide. All modifications required to produce mature peptides are specified by
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RamC. SapB is exported from the cell by the ABC transporter encoded by ramAB. These four genes are under the
control of the regulatory gene ramR.

Rhizocticins are phosphonate oligopeptide antibiotics containing the C-terminal nonproteinogenic amino acid (Z)-1-
2-amino-5-phosphono-3-pentenoic acid (APPA). The molecules are synthesised by the so-called L-amino acid ligase.
L-Amino acid ligase is a microbial enzyme catalysing formation of an alpha-peptide bond from unprotected L-amino
acids in an ATP-dependent manner. The YWE protein from Bacillus subtilis 168, the first reported L-amino acid ligase,
synthesises various dipeptides. However, these L-amino acid ligases synthesise only dipeptide and no longer peptide. A
novel L-amino acid ligase capable of catalysing oligopeptide synthesis is required to enhance the variety of peptides
[67]. The most abundant component, Rhizocticin A, is known to inhibit the growth of yeast and filamentous fungi but is
not active against bacteria. The rhizocticin constituent APPA is also a part of the tripeptide antibiotics plumbemycin A
and B produced by Streptomyces plumbeus [68]. Whereas rhizocticins are antifungals, plumbemycins exhibit
antibacterial activity. These molecules enter the target cell via the oligopeptide transport system and must be cleaved by
a peptidase in order to release the active APPA [69].

Some strains of B. subtilis produce the dipeptide bacilysin composed of L-alanine and the unusual amino acid L-
anticapsin [70]. Anticapsin inhibits glucosamine synthetase. This inhibition of glucosamine formation causes a failure
in the bacterial wall synthesis and is responsible for the ability of bacilysin to inhibit the growth of bacteria [71].

4. Industrial Applications

In addition to their obvious antitumour, antibiotic or antifungal activities, natural compounds produced by bacteria
feature properties which have been exploited in industry. For example, the lantibiotic nisin, produced by Lactococcus
lactis, is used in the alimentary industry as a preservative (E234) in dairy products, including cheese [72]. Furthermore,
the very potent antimicrobial activities of Bacillus lantibiotics against pathogenic microorganisms such as B. cereus,
Listeria monocytogenes and Staphylococcus spp. make them good candidates for application in the food industry. For
example, the antilisterial effect on poultry meat of amylolysin, a bacteriocin produced by B. amyloliquefaciens GAl,
demonstrates its potent use as a biopreservative [73].

Streptomyces viridochromogenes possesses an NRPS cluster responsible for the biosynthesis of a tripeptide called
bialaphos. This molecule is used as a potent herbicide [74]. S. neyagawaensis produces a compound with an antialgal
activity which may have, after further characterisation, potential application in controlling cyanobacterial blooms in
freshwaters [75]. Natamycin has been used in the food industry for decades to prevent fungal contamination of dairy
products and meat [76]. These are only a few examples of industrial applications of PKs, NRPs and bacteriocins.

The pharmacological and industrial applications of these bacterial compounds are numerous and diversified. As just a
small fraction of the molecules potentially produced by Gram-positive bacteria has been identified, research to discover
these compounds is sure to be ongoing for many more years.
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Abstract This paper describes the production, the puri-
fication and the antilisterial activity of amylolysin, a novel
bacteriocin from B. amyloliquefaciens GAl. The strain
genome was first analysed using PCR techniques for the
presence of gene clusters that direct the synthesis of
characterised bacteriocins from B. amyloliquefaciens and
the closely related B. subtilis. Our results suggest that
amylolysin corresponds to a novel bacteriocin. The effect
of amylolysin on the growth of different isolates of Listeria
monocytogenes was evaluated in poultry meat during
21 days of storage at 4 °C. A potent antilisterial effect was
observed for all the indicator strains tested, demonstrating
that amylolysin is a novel bacteriocin that could be used as
a food preservative.
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Introduction

Listeria monocytogenes is the causative agent of food-
related listeriosis especially in newborn, elderly and
immunocompromised patients [25]. This bacterium has the
ability to grow in vacuum-packaged food at chiller tem-
peratures and is relatively tolerant to salt and low pH,
rendering its control in food difficult. L. monocytogenes is
the main food-borne pathogen causing the highest mor-
tality rate, far ahead of Campylobacter, Salmonella or
Escherichia coli [21]. Consequently, its control in food
has become a major concern in the food industry. To
minimise the risk of such a bacterial development in food,
synthetic preservatives are used in addition to refrigera-
tion. However, the safety of these compounds has been
more and more questioned in recent years, increasing
consumer demand for natural products as alternative food
preservatives.

Bacteriocins are proteinaceous antimicrobial compounds
synthetised by many bacteria, with some active against a
wide range of bacteria [22]. Nisin from Lactococcus lactis
is to date the most studied antimicrobial peptide (for review
see [19]). This bacteriocin has been attributed GRAS status
and is used commercially as a food preservative in more
than 40 countries [8]. However, its inactivation in certain
types of food and the emergence of nisin-resistant strains
point out the need for the characterisation of new bacteri-
ocins or bacteriocin-like compounds to overcome these
problems [5, 15, 18].

Most of the bacteriocins studied are from lactic acid
bacteria because they are commonly associated in food,
especially in meat and dairy products [5, 11]. However,
Bacillus is an alternative genus to investigate for antimi-
crobial peptides, because it includes many industrial spe-
cies and has a history of safe use in the food industry [23].
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Several bacteriocins or related substances produced by
Bacillus have been reported. These include subtilin from
B. subtilis [17], megacin A-216 from B. megaterium [16],
cerein 7 from B. cereus [4] and subtilosin A, produced by
some strains of both B. subtilis and B. amyloliquefaciens
[3, 4, 24]. Some of these substances have been successfully
tested as food preservatives in dairy products [4].
Recently, we have isolated a proteinaceous compound
from B. amyloliquefaciens GA1 which presents an anti-
microbial activity against several Gram positive bacteria,
including L. monocytogenes (Fickers et al., unpublished).
The objective of the present study was to produce and
evaluate the ability of this bacteriocin, named amylolysin,
to inhibit the growth of L. monocytogenes in poultry meat.

Materials and Methods
Strains, Media and General Genetic Techniques

Bacillus amyloliquefaciens GA1 was isolated from straw-
berry and identified in our laboratory by sequencing recA
and recN genes [2]. The Listeria isolates used as indicator
strains are listed in Table 1. Luria—Bertani (LB), brain—
heart (BH) and PALCAM media were of commercial
origin (Becton-Dickinson, Le Pont de Chaix, France),
whereas CAT medium composition was as described
elsewhere [6]. Genomic DNA was purified using the
Wizard genomic purification kit (Promega). PCR amplifi-
cations were performed with Fideli Taq polymerase (USB
Corporation, Cleveland, OH, USA) and amplified frag-
ments were purified with the Qiagen purification kit
(Hilden, Germany). Primers used for PCR amplification are
listed in Table 1. DNA sequencing was performed at GIGA
Genomics Facilities (University of Liege, Liege, Belgium).

Activity Spectrum of Cell-Free Supernatant

Antimicrobial activity was estimated by agar diffusion
assay [10]. Listeria strains were grown in BH liquid
medium for 24 h at 37 °C. Three hundred microlitres of the
resulting cell suspension was used to inoculate 120 ml of

brain—heart (BH) medium containing 0.85 g of agar.
Aliquots (2 x 10 pl) of B. amyloliquefaciens GA1 culture
supernatant were applied on sterile paper discs (5 mm
diameter) and deposited after drying onto BH agar plates
inoculated with the Listeria indicator strain. The antiliste-
rial activity was estimated by measuring the diameter
(in mm) of the growth inhibition zone obtained after 16 h
of incubation at 37 °C.

PCR Amplification of the Subtilosin, Mersacidin
and Subtilin Structural Genes

Subtilin, subtilosin A, sublancin 168, mersacidin, ericin A
and ericin S structural genes were PCR-amplified with
primer pairs spaSfo/spoSrev, sboAfo/sboArev, sunAfo/
sunArev, mrsAfo/mrsArev and eriAfo/eriSrev, respectively
(Table 2), using genomic DNA from B. amyloliquefaciens
GALI strain as a template.

Culture of B. amyloliquefaciens GA1 and Amylolysin
Production

Cell growth and amylolysin production were monitored in
LB and CAT media. Growth was observed at 37 °C in
400 ml of medium inoculated at an initial cell concentra-
tion of 10> CFU ml™". At specific time intervals, samples
were collected. Cell growth was monitored either by
determining the optical density at 600 nm or by cell dry
weight determination. Amylolysin concentration in the
culture supernatant was determined by reverse-phase
high performance liquid chromatography (RP-HPLC, see
below) after extraction using Chromafix C;g EC cartridges
(Macherey—Nagel, Duren, Germany). Growths were per-
formed in triplicate. Large-scale production of amylolysin
was performed in a Bioflo 4500 bioreactor (New Bruns-
wick, Edison, NJ, USA) with a working volume of 15 1.
Seeding was performed at an initial cell concentration of
10* CFU ml™'. Experiments were conducted for 6 h at
37 °C at a stirring speed of 250 rpm and an aeration flow of
0.5 VVM (volume of air per volume of medium per min-
ute). Cell-free supernatant was obtained by cross flow fil-
tration using a Hollow fibre cartridge (0.45 pum, 8400 cmz,

Table 1 Activity spectrum of
cell-free culture supernatant of
B. amyloliquefaciens GA1

Strain

Zone of inhibition
(diameter in mm)

Origin, reference

. monocytogenes LMG23905
. monocytogenes LMG21263
. monocytogenes LM2234

. innocua ATCC33090*

. innocua RFB159

. ivanovii RFB160

NSNS N

* American Type Culture
Collection

20 Poultry, [9]

24 Poultry, [9]

20 Fish, [9]

14 Cow brain

14 Laboratory stock
16 Laboratory stock
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Table 2 Synthetic primers used for PCR amplification

Name Sequence (5'-3)

spaSfo CAAAGTTCGATGAATTCGATTTGGATGT
spaSrev GCAGTTACAAGTTAGTGTTTGAAGGAA
sboAfo CGCGCAAGTAGTCGATTTCTAACA
sboArev CGCGCAAGTAGTCGATTTCTAACA
mrsAfo GGGTATATGCGGTATAAACTTATG
mrsArev GTTTCCCCAATGATTTACCCTC

sunAfo GAGGAACTCGAAAACCAAAAAGG
sunArev GGAATTGACTCTTTGTCAATTTC

eriAfo GTGACTAATATGTCAAAGTTCGATG
eriSrev GAGATATGGCAGTTACAAGTAATTG

GE Healthcare, Uppsala, Sweden) according to the manu-
facturer’s recommendations.

Purification and Quantification of Amylolysin

Amylolysin purification was performed by hydrophobic
chromatography using Amberlite XAD-16 resin (Sigma-—
Aldrich, St. Louis, USA). The resin was dispersed in the
growth supernatant (40 g per litre) and stirred at 4 °C for
4 h before being washed successively with 5 volumes of
water and 5 volumes of a water/methanol mixture (1:1 v/v).
The bacteriocin was eluted with two volumes of methanol
and concentrated by rotary evaporation at 50 °C. Amylol-
ysin concentration was determined by RP-HPLC using a
Nucleodur C18 column (250 x 4.6 mm, 5 um packing,
Macherey—Nagel, Duren, Germany) and an acetonitrile/
H,O/trifluoroacetic acid mixture (41.5/59/0.5, v/v/v) as
mobile phase. Samples (100 pl) were eluted at a flow rate
of 1 ml min~'. Purified nisin (Molekula, Dorset, UK) was
used as a standard for quantification. Amylolysin was
identified based on the second derivatives of its UV—visible
spectra (Waters PDA 996 diode array; Millenium Software,
Milford, MA, USA).

25 25

LMG23905

LMG21263

Protease Sensitivity

For protease sensitivity, purified amylolysin (100 ng) was
incubated with pronase (Fluka, St Louis, MO) at a final
concentration of 1 mg ml™' at 37 °C for 2h in 0.2 M
KH,PO,/K,HPO, buffer at pH 7. Residual bacteriocin
activity was then determined by the agar well diffusion
assay using L. monocytogenes LM21263 as indicator strain.
Pronase untreated samples were used as a control.

Antilisterial Activity on Chicken Meat

Chicken breast cuts were bought in a local butcher shop
(Liege, Belgium). They were carved aseptically into 100 g
portions and surface-inoculated with 2 x 10° CFU g~' of
L. monocytogenes. Meat pieces were sprayed with different
amounts of amylolysin (5 or 10 pg g™, see Fig. 1) or nisin
(10 pg g ") and stored at 4 °C in sealed bags. Samples
(10 g) were taken aseptically after 0, 3, 7, 14 and 21 days
of storage. They were homogenised in 10 ml of saline-
peptone water (5 gl~' NaCl, 1 ml11~" Tween 80, 1 gl™'
casein peptone) for 180 s with a stomacher (Lab Blender
400, Seward, London, UK). Cell concentration of
L. monocytogenes was determined after decimal dilution of
the suspension in saline-peptone water by plating the
appropriated dilutions onto PALCAM medium for 48 h at
37 °C. Samples inoculated only with L. monocytogenes
were used as controls. Experiments were performed in
triplicate and the significance of the results analysed by
Student’s #-test at p < 0.05.

Stability of Amylolysin Towards Meat Protease

Ten grams of poultry breast muscle was homogenised in a
blender with 10 ml of 50 mM phosphate buffer pH 7.5 for
2 min at full speed. The resulting mixture was then cen-
trifuged for 15 min at 15,000xg, and the clarified sus-
pension was filter sterilised using a 22-um acrodisk filter

% LM2234
20
15

10

25 0 5

Listeria monocytogenes(102 cfu g-1)

Fig. 1 Growth of Listeria monocytogenes LMG23905, LMG21263
and LM2234 in raw poultry meat upon storage at 4 °C in the presence
of amylolysin 5 pg g~' (dotted line), 10 pg g=" (solid line) or in its
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(Millipore, Billerica, MA, USA). Amylolysin and nisin
(200 ng) were added aseptically to 1 ml of the clarified
suspension. Samples containing only amylolysin or nisin in
phosphate buffer were used as control. Antilisterial activity
was determined by agar diffusion assay for samples incu-
bated at 37 °C for 0, 24, 48 and 72 h using L. monocyt-
ogenes LM21263 as indicator strain. The remaining
antimicrobial activity was defined as the ratio of the
diameter of the growth inhibition zone obtained for the
treated samples to that obtained for control samples.
Experiments were performed in triplicate and the signifi-
cance of the results analysed by Student’s #-test at
p < 0.05.

Results
Activity Spectrum of Cell-Free Supernatant

The susceptibility to amylolysin of six Listeria isolates
from various origins was evaluated. As shown in Table 1,
the cell-free supernatant of B. amyloliquefaciens GA1 was
determined to have similar antimicrobial activity against
the three L. monocytogenes isolates tested. Inhibitory
activity was also observed towards L. innocua and L. iva-
novii isolates, although to a lesser extent.

Genetic Analysis

Polymerase chain reactions were performed to assess the
relatedness of amylolysin to the different known bacterio-
cins from the Bacillus genera. PCR amplifications were
performed on strain GA1 genomic DNA using primer pairs
designed according to the corresponding structural gene
sequence available in GenBank. The absence of PCR
amplification products indicated that B. amyloliquefaciens
GALl is negative for the genes encoding subtilin (spasS),
subtilosin A (shoA), sublancin 168 (sunA), mersacidin
(mrsA), ericin A (eriA) and ericin S (eriS) (data not shown).
This suggests that the antilisterial compound produced
by strain GAl does not correspond to any of these
bacteriocins.

Production and Purification of Amylolysin

Amylolysin production was first investigated by growing
strain GAI in shaking flasks containing either complex
(LB) or defined (CAT) medium. Cell growth and amylol-
ysin production were determined at different time periods
over 24 h. In both cases, the maximal amylolysin con-
centration was obtained at the end of the growth phase. It
decreased thereafter during the stationary phase (data not
shown). For culture performed in CAT medium, very low

Table 3 Amylolysin concentration in cell-free culture supernatant of
B. amyloliquefaciens GA1

Medium, culture condition Productivity (mg/l/mg DW) Time" (h)

CAT, flask 0.09
LB, flask 2.51
LB, bioreactor 4.83 6

DW dry weight

* Refers to the time culture when amylolysin concentration was
maximal

amylolysin productivity was obtained (0.09 mg/l/mg DW)
compared to complex medium (2.51 mg/l/mg DW)
(Table 3). Based on these observations, large-scale pro-
duction of amylolysin in a bioreactor was performed in LB
medium for 6 h at 37 °C. During the culture, a slight
medium acidification from pH 7.5-6.9 could be observed
and dissolved oxygen was never below 30% of saturation,
indicating that the culture was never in anoxia under these
conditions (data not shown). The maximal amylolysin
productivity (4.83 mg/l/mg DW), obtained after 6 h of
growth, represents a 1.8-fold increase compared to that
obtained in flask culture. The purification of the bacteriocin
from the 151 of growth supernatant was conducted by
hydrophobic chromatography. After adsorption and sub-
sequent desorption on Amberlite XAD-16 resin, the puri-
fied bacteriocin was concentrated and quantified by
RP-HPLC using nisin as a reference. From the 151 of
culture supernatant, 120 mg of purified amylolysin was
recovered. The loss of 75% of the antilisterial activity after
pronase treatment of the purified amylolysin demonstrated
its proteinaceous nature (data not shown).

Effect of Amylolysin on Listeria monocytogenes
Growth in Poultry Meat

Chicken breast cuts were used to evaluate the effect of
amylolysin on the growth of three different L. monocyt-
ogenes isolates. In control samples, the population of the
indicator strains increased by at least a log of magnitude
after 21 days of storage at 4 °C (Fig. 1). Indeed, the ini-
tial L. monocytogenes population (2 x 10° CFU g™ ")
increased to a level of 2.0 x 104, 2.1 x 10*and 1.8 x 10*
CFU g~ for strains LMG23905, LMG21263 and LM2234,
respectively. By contrast, addition of amylolysin led to an
inhibition of growth for the three strains tested. After
21 days of storage, plate counts showed that L. monocyt-
ogenes populations were equal to 1.9 10° CFU g~
Addition of nisin under the same conditions immediately
reduced the population of L. monocytogenes by 0.4 log
(5 x 10> CFU g~ " atday O to 1.2 log (4 x 10" CFU g1
after 14 days and up to 21 days of storage at 4 °C (data not
shown).
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Fig. 2 Recovery of amylolysin and nisin inhibitory effect on the
growth of L. monocytogenes LM21263 after incubation for 0, 24, 48
and 72 h with poultry meat extract. Values were normalised to those
obtained in the absence of poultry meat extract. Values are mean and
standard deviations of three independent experiments

Stability of Amylolysin Towards Poultry Meat Protease

Sensitivity of amylolysin to meat protease (i.e. that secre-
ted by endogenous meat flora and that released from
myocytes) was determined. Amylolysin and nisin were
incubated with poultry breast muscle extract for various
time periods over 72 h. The remaining ability of the two
bacteriocins to inhibit the growth of L. monocytogenes
LM21263 was then determined and normalised with values
obtained for non-treated samples at the corresponding
time. As shown in Fig. 2, residual inhibitory activities of
amylolysin were not significantly different for any of the
samples tested by contrast to nisin, which were found
significantly lower after 72 h of incubation (p < 0.05).

Discussion

Among the few bacteriocins characterised from Bacillus,
those from B. amyloliquefaciens are scarce. The only fully
characterised bacteriocin from B. amyloliquefaciens was
found to correspond to subtilosin A, a bacteriocin previ-
ously reported in B. subtilis [24]. However, genetic evi-
dence suggests that this results rather from an intra-species
horizontal transfer of gene (HGT) than from a mechanism
selected by evolution. Other examples of HGT involving
bacteriocin gene cluster were previously reported, notably
for the class I bacteriocin nisin [14, 26]. The recent com-
parative analysis of the complete genome sequence of the
reference strain B. amyloliquefaciens FZB42 revealed the
presence of two partial gene clusters conferring resistance
to the lanthionine-containing antibiotic mersacidin and
subtilin [7]. The presence of these gene clusters only
described to date in B. subtilis suggests that a similar HGT
could have occurred in strain FZB42. Unfortunately, the
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genes involved in the synthesis of these two bacteriocins
are missing, leading to a non-productive strain. However,
all of these highlight B. amyloliquefaciens as a potential
alternative organism for isolation of bacteriocin. In our
laboratory, B. amyloliquefaciens GAl, isolated from
strawberry, was selected as a producer of a heat-stable
proteinous compound with potent antimicrobial activity on
various Gram-positive bacteria (Fickers et al., unpub-
lished). The antilisterial activity of this bacteriocin, named
amylolysin, points to its potential utilisation as a food
preservative.

The failure of structural gene detection for all the
genetically described bacteriocins from B. subtillis strongly
suggests that amylolysin is not the consequence of an HGT
but rather corresponds to a novel bacteriocin not described
to date. As a first characterisation, the aim of the present
work was to produce and purify amylolysin in order to test
its ability to inhibit the growth of the food-borne pathogen
L. monocytogenes in meat.

It is well established that bacteriocin production
undergoes a complex mechanism of regulation in which
medium composition is one of the key factors. In this
perspective, the higher level of amylolysin synthesis
obtained in complex medium emphasises the important
role played by tryptone and yeast extract components in
these mechanisms.

Activity of bacteriocin in food is greatly influenced by
factors such as food composition, interaction with food
components, sensitivity to meat protease, pH or storage
temperature [12, 13]. Degradation within a few hours
attributed to proteolytic activity has been demonstrated for
different bacteriocins including pediocin AcH, nisin and
sakacin P in different food matrices [1, 20]. By contrast to
nisin, the stability of amylolysin during incubation with
meat protease points to its low sensitivity to meat endog-
enous proteolytic content. The capacity of amylolysin to
inhibit proliferation of different isolates of L. monocytog-
enes in poultry meat was demonstrated for an amylolysin
concentration of 5-10 pg/g. This highlights the potent
antilisterial activity of the bacteriocin. By contrast to nisin,
which clearly showed a bactericidal effect, amylolysin had
a bacteriostatic effect on L. monocytogenes under our
experimental conditions.

This first characterisation demonstrated that amylolysin,
a bacteriocin produced by B. amyloliquefaciens GA1, has a
potent ability to protect poultry meat from the food-borne
pathogens L. monocytogenes, suggesting its potential use as
a biopreservative. However, further investigations on other
food matrices and commercial foods and on the interaction
of amylolysin with their constituents must be conducted.
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Abstract

Background: Lantibiotics are heat-stable peptides characterized by the presence of thioether amino acid lanthionine
and methyllanthionine. They are capable to inhibit the growth of Gram-positive bacteria, including Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus or Bacillus cereus, the causative agents of food-borne diseases or
nosocomial infections. Lantibiotic biosynthetic machinery is encoded by gene cluster composed by a structural gene
that codes for a pre-lantibiotic peptide and other genes involved in pre-lantibiotic modifications, regulation, export and
immunity.

Methodology/Findings: Bacillus amyloliquefaciens GA1 was found to produce an antimicrobial peptide, named
amylolysin, active on an array of Gram-positive bacteria, including methicillin resistant S. aureus. Genome
characterization led to the identification of a putative lantibiotic gene cluster that comprises a structural gene (amlA)
and genes involved in modification (amIM), transport (amlIT), regulation (am/KR) and immunity (am/FE). Disruption of
amlA led to loss of biological activity, confirming thus that the identified gene cluster is related to amylolysin
synthesis. MALDI-TOF and LC-MS analysis on purified amylolysin demonstrated that this latter corresponds to a
novel lantibiotic not described to date. The ability of amylolysin to interact in vitro with the lipid Il, the carrier of
peptidoglycan monomers across the cytoplasmic membrane and the presence of a unique modification gene suggest
that the identified peptide belongs to the group B lantibiotic. Amylolysin immunity seems to be driven by only two
AmIF and AmIE proteins, which is uncommon within the Bacillus genus.

Conclusion/Significance: Apart from mersacidin produced by Bacillus amyloliquefaciens strains Y2 and HIL
Y-85,544728, reports on the synthesis of type B-lantibiotic in this species are scarce. This study reports on a genetic
and structural characterization of another representative of the type B lantibiotic in B. amyloliquefaciens.
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Introduction

Bacteriocins are  antimicrobial peptides ribosomally
synthesized capable to inhibit the growth of Gram-positive
bacteria, including Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus or Bacillus cereus, the causative agents of food-borne
diseases or nosocomial infections [1,2]. The class |
bacteriocins, the so-called lantibiotics, are heat stable post-
translationally modified peptides that contain multiple thioether
amino acids lanthionine (Lan) and methyllanthionine (Melan)
[3]. These latter are respectively enzymatically synthesized

PLOS ONE | www.plosone.org

from a cysteine thiol and the dehydrated dehydroalanine (Dha)
or didehydrobutyrine (Dhb) amino acids [4].

Lantibiotics could be subdivided into two main subgroups:
type-A lantibiotics that exhibit a linear secondary structure and
are positively charged at neutral pH. They are modified by two
distinct LanB and LanC enzymes and processed by a LanP
protease. Type-B lantibiotics, conversely, exhibit a globular
structure and are non-charged or slightly negatively charged at
neutral pH. They are modified by a single modification LanM
enzyme and processed by a LanT ABC transporter with N-
terminal-associated protease activity [5]. Type-B subgroup also
includes the so-called two-component lantibiotics consisting of
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two synergistically acting peptides that are modified by a single
LanM-type enzyme [6]. Recently, a third Type-C subgroup has
been reported. It corresponds to peptides, such as SapT and
SapB from Streptomyces tendae, that present mainly a
morphogenetic function rather than an antimicrobial activity.
Beside this, lantibiotic could also be distinguished based on
their biological mode of action. Some, such as mersacidin, bind
to lipid Il and thereby inhibit peptidoglycan cell wall synthesis in
sensitive Gram-positive bacteria [7] while others, such as
Pep5, form pores in cytoplasmic membrane that lead to cell
leakage and finally to cell death [8,9]. A third group of
compounds is formed by lantibiotic that possess a dual mode
of action, i.e. inhibition of the peptidoglycan biosynthesis and
pore forming. Both mode of action could be ensured by a single
peptide (such as nisin) or by two distinct peptides in two-
component lantibiotic, such as lacticin 3147 [10].

Lantibiotic peptides are gene encoded and their structural
genetic determinants are found in biosynthetic gene clusters.
They are synthesized as inactive prepeptides, with a N-terminal
leader sequence separated from the mature lantibiotic [3]. In
type A lantibiotics, many of the leader peptides end with a PQ
or PR sequence and share a conserved F(N/D)LD motif in their
core sequence. On the other hand, leader peptides of type-B
lantibiotics end with G(G/A/S) sequence [6]. They are not
processed by a LanP protease such as in type-A lantibiotic but
by the N-terminal intracellular domain of LanT protein [11]. In
addition, all lantibiotic gene clusters encode a set of immunity
proteins that protect the producer strain against the biological
effect of the synthesized lantibiotic. Depending on the
lantibiotic considered, these immunity proteins could be Lanl,
LanF, LanE or LanG [12]. Regulation of lantibiotics
biosynthesis is mediated by regulatory LanR and LanK proteins
that constitute a two-component signal transduction system
[13].

Despite the majority of the lantibiotics described so far are
from lactic bacteria, Bacillus represents an alternative genus to
investigate for antimicrobial peptides because it includes many
industrial species and has a history of safe use in the food
industry [14]. There are few reports on lantibiotic synthesis in
B. amyloliquefaciens. Production of mersacidin, a type-B
lantibiotic, has been reported in B. amyloliquefaciens subsp
plantarum B6901-Y2 and B. amyloliquefaciens HIL Y-85,54728
(formerly Bacillus sp. HIL Y-8554728) [7,15,16]. The
biosynthetic cluster involved in mersacidin biosynthesis is
composed of ten genes that span over 12.3 kb in the genome
[6]. The biological mode of action of mersacidin is related to its
ability to bind to the lipid Il and thus to prevent peptidoglycan
biosynthesis [7].

Recently, we have identified Bacillus amyloliquefaciens GA1
as a producer of a proteinaceous compound with potent
antimicrobial activity toward the foodborne pathogen Listeria
monocytogenes [17]. The failure of structural gene detection for
all the genetically described bacteriocins from the Bacillus
genus strongly suggests that this antimicrobial peptide, named
amylolysin, corresponds to a novel bacteriocin not described to
date. Prior intensive characterization, amylolysin was purified
to test its ability to inhibit the growth of L. monocytogenes in
poultry meat upon long-term storage [17]. In the present paper,
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Characterization of the Lantibiotic Amylolysin

we report on the biochemical characterization of that novel
bacteriocin, the nucleotide sequence of the gene cluster
involved in its biosynthesis and peculiar features on its
inhibition spectrum and structural traits.

Results

Inhibition spectrum

The biological activity of the purified amylolysin was
characterized by determining the minimal inhibitory
concentration (MIC) for an array of bacterial and fungal
indicator strains. As shown in table 1, amylolysin showed an
antibacterial spectrum directed toward Gram-positive bacteria.
Indeed, no growth inhibition was observed in our experimental
conditions neither on both Basidiomycetous and Ascomycetous
yeasts (i.e. Cryptococcus neoformans and Saccharomyces
cerevisiae, respectively), nor on Gram-negative bacterium (i.e.
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa). By contrast, a
significant inhibitory effect was observed for Enterococcus
faecium with a MIC value of 0.1 yM and for Enterococcus
faecalis in a lesser extent. Among the Bacillus genus, the
opportunistic pathogen B. cereus that is a common cause of
food poisoning was also found very sensitive with an MIC value
of 0.2 yM. The growth of L. monocytogenes, another major
food poisoning bacteria was also found sensitive to amylolysin
with an MIC value close 0.5 yM for the three clinical or food
isolates tested, confirming thus previous observation [17]. S.
aureus, including methicillin-resistant isolates (0.4 uM),
together with S. epidermidis (2.8 pM), which are both
opportunistic human pathogens, were also found sensitive to
amylolysin. For lactic acid bacteria such as Weissella sp. and
Lactobacillus plantarum, only a weak or no growth inhibition
effect was observed in our experimental conditions.

Amylolysin susceptibility to proteases, heat and pH

Incubation of purified amylolysin with pronase and proteinase
K led to a strong decrease of the antimicrobial activity against
the indicator strain Micrococcus luteus ATCC 9341 (Table 2).
By contrast, no significant reduction of the amylolysin biological
activity against the indicator strain was observed upon heat
treatments at different temperatures or incubation at various pH
(Table 2). Indeed, incubation of purified amylolysin at 100 °C
for 1 hour, led only to a 7% reduction of its biological activity
whereas incubation in acidic (pH 2) and alkaline (pH9)
condition led to an 11% and 7% antimicrobial activity reduction,
respectively. These results were further confirmed by the
comparison of the HPLC chromatograms corresponding to
treated and non-treated amylolysin samples (data not shown).
This demonstrates that amylolysin correspond to a heat and pH
stable proteinaceous compound.

Gene cluster sequencing and characterization

In silico analysis of the 461.5 kb fragment of the B.
amyloliquefaciens GA1 chromosome, obtained by partial
shotgun sequencing [18], led to the identification of a 800 bp
fragment encoding an amino acid sequence that exhibits 38 %
and 33 % identity with the lantibiotic modification enzyme from
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Table 1. Inhibition spectrum of amylolysin.
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Table 2. Amylolysin stability.

Culture medium,Temperature

Strains (°C) MIC (uM)
Micrococcus luteus ATCC 9341 BH, 37 0.7
Staphylococcus epidermis ATCC

1228 BH, 37 2.8
Staphylococcus aureus ATCC 25923  BH, 37 2.8
Staphylococcus aureus ATCC 43300° BH, 37 0.4
Staphylococcus aureus RFB127 b BH, 37 1.4
Enterococcus faecalis ATCC 29212 BH, 37 1.4
Enterococcus faecalis RFB129 © BH, 37 0.7
Enterococcus faecium RFB128 ° BH, 37 0.1
Listeria monocytogenes LMG 23905 BH, 37 0.4
Listeria monocytogenes LMG 21263 BH, 37 0.5
Listeria monocytogenes LM2234 © BH, 37 0.4
Listeria innocua ATCC33090 BH, 37 0.7
Listeria innocua RFB159° BH, 37 0.7
Listeria ivanovii RFB160 BH, 37 0.8
Bacillus cereus RFB125 © LB, 37 0.2
Bacillus subtilis ATCC 6633 LB, 37 1.4
Bacillus megaterium RFB124 LB, 37 0.4
Streptococcus agalactiae RFB141 i BH, 37 2.8
Weissella sp RFB139 b MRS, 27 2.8
Lactobacillus plantarum RFB138 b MRS, 27 >2.8
Escherichia coli RFB149 © LB, 37 >2.8
Pseudomonas aeruginosa RFB148 b LB, 37 >2.8
Cryptococcus neoformans IHEM3969  YPD, 30 >2.8
Saccharomyces cerevisiae RFY 100 YPD, 30 >2.8

@ Methicillin resistant.

b ab stock.

¢ Clinical isolates.

LMG and IHEM: http://bccm.belspo.be.
doi: 10.1371/journal.pone.0083037.t001

Bacillus licheniformis ATCC 14580 (Genbank identifier (Gl):
304557386) and Bacillus halodurans C-125 (Gl: 15613018),
respectively. Further characterization of this locus led to the
identification of different genes homologous to genes involved
in lantibiotic biosynthesis. Indeed, from a 5.5 kb fragment
obtained by inverse polymerase chain reaction (IPCR) [19],
four complete ORFs were identified (Figure 1A). Of these, the
so-called amlA codes for a polypeptide of 60 residues that
presents 35 % and 40 % of identity with the MrsA mersacidin
peptide from B. amyloliquefaciens HIL Y-85,54728 and Bacillus
pseudomycoides DSM 12442, respectively. A detailed analysis
of AmIA sequence revealed the presence of a GG sequence
corresponding to the signal peptidase cleavage site of type-B
lantibiotics (Figure 1B). The GxxxxTx(S/T)x(D/E)C(3-10)xC
motif present in all mersacidin and lacticin 481 like peptides
was also observed together with the CTXTxEC amino acid
sequence known as essential for interactions with the
peptidoglycan biosynthesis precursor lipid 1l [20,21]. Located
downstream of amlA, amIM encodes a putative 908 amino
acids protein that exhibits 30 % of identity with the lantibiotic
modifying enzyme LchM1 from Bacillus licheniformis ATCC
14580. Multiple sequence alignment of AmIM N-terminal
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Factors Remaining activity (%)
Protease

Control 100
Proteinase K 0
Pronase 20
PH?2

2 89
8] 96
4 96
5 99
6 96
7 100
8 97
9 93
Temperature

25°C 100
55°C 98
65°C 99
75°C 99
100° 93

2 Values were normalised as a percentage of the value obtained at physiological
pH

b Values were normalised as a percentage of the value obtained at 25°C

doi: 10.1371/journal.pone.0083037.t002

domain (residues 64 to 364) with other homologous
modification enzymes highlights the presence of the conserved
motifs previously described for this type of enzymes (Figure
$1) [6,22].

Beside this, am/K and amIR, located upstream of am/A were
found to encode proteins that present strong similarities with
two-component regulatory proteins. AmIK shows 32 % of
identity with C-terminal cytoplasmic domain of the Bacillus
subtilis 168 histidine kinase ComP that acts as a membrane
sensor of environmental signals. In this conserved domain,
His* and Asp'®' are the autophosphorylated residue and the
catalytic amino acid conserved in NisR, SpaR and ComP
histidine kinases, respectively [23,24]. In addition, the
conserved glycine rich stretch was found between amino acid
163 and 203 [13,24] (data not shown). AmIR exhibits a 46 % of
identity with transcriptional regulators belonging to LuxR family
(Gl: 251795068). Indeed, in its N-terminal sequence, the
characteristic K°ILxxDD® and L*xxLD% motifs (including
catalytic residues Asp® and Asp%®) and the lysine residue
(Lys'®®) of response regulators are found.

In the nucleic acid fragment obtained by IPCR, the
amylolysin immunity and transport genes are missing. To
identify these later, a BlastX search through prokaryotic protein
databases was performed by using the 5.5 kb fragment as the
query sequence. For amlK, amIR and amIM, a high identity
(100% on nucleotide level) was found with sequences from
Bacillus amyloliquefaciens 1T45 annotated as sensor histidine
kinase (Gl: 363725376), LuxR family transcriptional regulator
(Gl: 363725375) and putative LanM like protein (Gl:
363725373), respectively. To obtain the missing sequence of
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Figure 1. Characterization of the amylolysin gene cluster. (A). The gene coding for the amylolysin prepeptide (amlA) is colored
in grey. The other genes are marked with the following patterns: immunity (amlEF) in blue, regulation (amlKR) in yellow,
modification (amIM) in green and transport in orange. Stripes arrow corresponds to the Kan construct used for am/A disruption.
Putative promoters and terminators are indicated by vertical arrows and red symbol, respectively. (B) Primary structure of am/A
gene. Predicted -10box and -35box are in red, ribosome binding site (RBS) is in blue and predicted terminator of am/KR cluster is in
green. The four-glycine stretch is underlined and the highly conserved motif CTLTXEC is in bold blue. (C) Amino acid alignment of
AmIA with LanA1 peptides of the two-peptide lantibiotics haloduracin (HalA1, DAB04173) and lacticin 3147 (LtnA1, O87236).
Conserved amino acids are in bold blue; those forming the CTLTXEC motif are in bold and underlined. The thioether bridging

patterns represents that of HalA1.
doi: 10.1371/journal.pone.0083037.g001

the amylolysin biosynthetic gene cluster, primer walking was
performed using B. amyloliquefaciens IT45 genome sequence
as a template (Gl: 423191475). This led to the identification of
a 1.9 and 2.1 kb fragment upstream and downstream of am/K
and amlA, respectively (Figure 1). Of these, three ORFs,
designated as aml/T, amlF and amlE, were identified and the
deduced amino acid sequences are identical to those present
in the B. amyloliquefaciens IT45 sequence and annotated as
ABC transporter-like protein (Gl: 363725372), efflux ABC
transporter ATP-binding protein (Gl: 363725380) and
hypothetical protein KSO14349 (Gl: 363725379), respectively.
A search for specific motifs in these three amino acid
sequences highlights the following similarities. The N-terminal
part of AmIT belongs to C39 bacteriocin-processing peptidase
superfamily [11]. More precisely, Cys'®, His®” and Asp''® were
identified as the putative catalytic amino acids conserved in
these peptidases (data not shown) [25]. Beside this, the C-
terminal part of AmIT sequence was found to exhibit similarities
with ABC transporter superfamily, suggesting its role in
amylolysin transport (data not shown). AmIE exhibits 36%
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identity with the membrane-bound part of a lantibiotic ABC
transporter (Gl: 260687109) from Clostridium difficile R20291,
whereas AmIF shows 44% identity with MrsF (Gl: 385266873)
from Bacillus sp. 5B86, involved in lantibiotic self-protection.
This latter contains a conserved domain of ABC transporter
and belongs to the P-loop NTPase superfamily (data not
shown) [26]. Therefore, it is likely that AmIE and AmIF could be
involved in immunity mechanism with AmIF being the ATP-
binding subunit and AmIE the efflux protein of an ABC
transporter. The different am/ gene sequences were deposited
at GenBank under the accession number KC415250.1 (Gl:
448918122).

Disruption of am/A gene

In order to correlate the antimicrobial activity of amylolysin to
the putative lantibiotic gene cluster, the structural am/A gene
was disrupted by insertion of a kanamycin resistance gene into
amlA by double homologous recombination (Figure 1A).
Culture supernatant of the resulting RFB137 insertion mutant
(Table S$1) was characterized by a loss of antibacterial activity
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Figure 2. Characterization of the RFB137 mutant. The RP-HPLC chromatogram of concentrated supernatant of GA1 is in red
and that of the Aam/A RFB137 mutant is in black. Insert: Antimicrobial activity of concentrated supernatant (10 pl) from GA1 and
RFB137 strains on LB agar plates seeded with M. luteus ATCC 9341.

doi: 10.1371/journal.pone.0083037.9002

against M. luteus ATCC 9341 compared to that of the wild-type
strain (Figure 2, insert). To further characterize the mutant
phenotype, concentrated culture supernatant from RFB137
strain were analyzed by RP-HPLC and compared to that of the
parental strain. As shown in Figure 2, the 21.5 min peak
corresponding to amylolysin is lacking for RFB137 sample
confirming that identified locus is involved in amylolysin
biosynthesis.

Structural characterization

The presence of lanthionine, the structural characteristic trait
of lantibiotics, was evidenced by LC-MS analysis. Amylolysin
was first hydrolyzed in acidic conditions and OPA derivatized
prior analysis (Figure 3 insert). In the resulting chromatogram,
compounds eluted at retention time of 13.2 min in amylolysin
hydrolysate and lanthionine standard samples, point out the
presence of lanthionine [27]. Moreover, m/z signals at 315
deduced from the MS spectra confirm that amylolysin is a
lantibiotic senso stricto (Figure 3, insert). Similar results were
obtained with the well-characterized lantibiotic nisin (data not
shown). Matrix-assisted laser desorption ionization time of flight
mass spectrometry analyses (MALDI-TOF) of purified
amylolysin allowed the determination of its molecular mass
(Figure 3). Signal at m/z of 3317.6 obtained in negative mode
of measurement highlighted a molecular mass of 3318.6 Da.
The absence of this particular molecular mass in proteomic
databases suggests that amylolysin could be a novel
compound not described to date.

Interaction with Lipid Il

In silico analysis of AmIA highlighted the C'TLTWEC?*
sequence as a putative interaction site between amylolysin and
the lipid II. In order to confirm this hypothesis, two experiments
were designed. In the first one, a direct amylolysin-lipid Il
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interaction was characterized while in the second the ability of
amylolysin to inhibit the transglycosylation reaction involved in
peptidoglycan synthesis was investigated [28]. In both
experiments, interactions were analyzed by thin layer
chromatography based on the utilization of ["“C] lipid Il. As
shown in Figure 4A, the delay of migration of the amylolysin-
lipid Il complex compared to that of free lipid Il traduced the
direct interaction between the two partners. By contrast,
inhibition of the transglycosylation reaction resulted in a not
polymerized lipid Il that migrates compared to polymerized
form remaining at the origin (Figure 4B).

Discussion

The majority of the bacteriocins described to date are from
lactic bacteria with nisin, used commercially in many countries
as preservative in food products [29], being the best
characterized compound. However, its sensitivity to proteases,
its low solubility above pH 6 and emergence of nisin resistant
strains, point out the need for alternative producer organisms
[30]. In regards to their high level of protease production,
Bacillus sp. has been considered as interesting alternative
source for antimicrobial peptides with increased protease
tolerance. In our laboratory, B. amyloliquefaciens GA1 has
been characterized for its ability to produce antimicrobial
metabolites [18]. Beside polyketides (PKs) and non-ribosomally
synthesized peptides (NRPs), GA1 was found to produce
amylolysin, a bacteriocin that is less sensitive to meat
proteases than nisin [17].

The prerequisites for the molecular characterization of
amylolysin was to scale-up and to adapt the production
process previously reported [17]. In addition, a GAIl derivative
RFB136 mutant, unable to produce NRPs and PKs, was used
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Figure 3. MALDI-TOF MS and LC-MS analysis of amylolysin. Mass spectrum of purified amylolysin sample was recorded in
negative mode. Insert: LC-MS chromatograms of commercial lanthionine standard and amylolysin hydrolysate. Intensity (%, Y-
scale) was recorded by setting the SQD mass analyzer on the specific mass of lanthionine (315 Da).

doi: 10.1371/journal.pone.0083037.g003
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Figure 4. Interation with lipid. II. (A) Direct interaction of amylolysin with lipid Il. Both compounds were incubated in DMSO/1-
octanol mixture (60/40 v/v) for 1 hour at room temperature before being subjected to TCL using a butanol/acetic acid/pyridine/water
mixture (15/3/12/10, v/v/viv) as mobile phase. (B) Inhibition of the transglycosylation reaction. Amylolysin, lipid Il and
glycosyltransferase were incubated for one hour before being subjected to TLC using a mixture of methanol/chloroform/ammoniac/
water (88/48/10/1, viviviv) as mobile phase. ['*C] lipid II was detected with a Molecular Imager FX system. Direction of solvent

migration during TLC is indicated by the arrow.
doi: 10.1371/journal.pone.0083037.g004

to prevent contaminations by other antimicrobial compounds
during the purification process.

The thermo-stability and pH tolerance together with the
structural characterization by LC-MS demonstrated that

PLOS ONE | www.plosone.org

amylolysin belongs to the class | bacteriocin family. Moreover,
the presence of one uniqgue AmIM modification enzyme and an
AmIT transport protein with a peptidase-like associated domain
suggests that amylolysin belongs to the type-B lantibiotics. The
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absence of significant similarity between AmIA and bacteriocins
reported in BACTIBASE and Antimicrobial Peptide Database,
points out that amylolysin corresponds to a novel lantibiotic not
described to date. Reports on type-B lantibiotic from B.
amyloliquefaciens are scarce. So far, a gene cluster for
lantibiotic synthesis has been reported in B. amyloliquefaciens
subsp. plantarum strain YAU B9601-Y2 [31]. Beside this,
mersacidin production has been reported recently in B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum B6901-Y2 and B.
amyloliquefaciens HIL Y-85,54728 [7,15,16]. The biosynthetic
cluster consists in a structural gene mrsA, together with gene
mrsM, involved in posttranslational modifications of the
mersacidin prepeptide; mrsT, coding for a transporter with
associated protease domain. The immunity genes mrsF, mrsE
and mrsG and the regulatory genes mrsR1, mrsR2 and mrsK2,
respectively, are also present. The two-component regulatory
system MrsR2/MrsK2 is mainly involved in immunity and self-
induction of mersacidin biosynthesis [32] whereas Mrs1 was
found essential for mersacidin production [33]. The presence of
genes involved in mersacidin self-protection has been also
detected in the genome of B. amyloliquefaciens FZB42 [34].
Despite that strain FZB42 is unable to produce mersacidin, it
has been used recently as a host cell for the transfer of the
mersacidin biosynthesis genes from B. amyloliquefaciens HIL
Y-85,54728 [15].

A close inspection of am/A sequence showed that it codes
for a 60 residues prepeptide with a specific GGGG?® motif.
Type-B lantibiotics are known to possess leader sequences
ranging from 15 to 40 amino acids that are processed within
G(G/A/S)\XX motif. Thus, the G*GGG? sequence found in
AmIA is the best candidate for processing site of the signal
peptide. However, the presence of four glycine residues allows
three possibilities for this processing (i.e. after glycine at
position 27, 28 and 29, respectively). MALDI-TOF
measurement has highlighted a mature AmIA peptide of 3318
Da that is consistent with a cleavage by AmIM after G?°.
Thioether bridging patterns have been determined for several
type-B lantibiotics including lacticin 3147 [35] and haloduracin
[21]. Off these, the conserved CTXxTxEC motif was found
involved in the formation of one Lan residue and two MeLan
creating the three-dimensional structure responsible for the
interaction with lipid Il. Based on sequence alignment with o-
peptide of lacticin 3147 and haloduracin, it is likely that these
posttranslational modifications in amylolysin occur between
amino acid 36-44, 46-49 and 47-52 of the mature peptide,
respectively (Figure 1C). In addition, AmIA is characterized by
a mass that is consistent, with two possible Dhb residues at
amino acid position 55 and 57. Structurally, amylolysin seems
more related to a-peptide of two-component Ilantibiotics
compared to other lantibiotics described among the Bacillus
genus such as mersacidin or subtilin.

For most of the lantibiotics from Bacillus sp. described so far,
immunity is conferred by Lanl and/or LanFEG proteins, with
exception of entianin and lacticin 3147 whose immunity seems
to be supported by EntG/Entl and LtnEF/Ltnl proteins,
respectively [10,36] Moreover, in gallidermin producer strain,
an additional LanH protein, which serves as an ancillary protein
for the LanFE protein, has been described [37].
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Mechanistically, Lanl peptides are thought to function by
lantibiotic interception or target shielding [12,38] whereas
LanFE(G) proteins form ABC transporter of two or three
subunits with LanF being the ATP-binding domain [39]. In
lacticin 3147 producer strains, it has been shown that LtnE and
LtnF play an important role in immunity mechanism even at a
greater degree than Ltnl. From this viewpoint, amylolysin gene
cluster is also atypical. Only two genes, namely AmIF and
AmIE, have been detected in GA1 strain suggesting that
immunity to amylolysin is ensured by a two-component ABC
transporter. The immunity mechanism is therefore somewhat
different from that found in B. amyloliquefaciens for mersacidin
self-protection [15,16].

This first characterization of amylolysin highlights some
divergences with the one-component type-B lantibiotic usually
produced by Bacillus sp. However, structural as well as
mechanistic data are still lacking to deeply characterize this
promising lantibiotics. The fact that amylolysin interacts with
lipid Il, is certainly a first element to explain its biological mode
of action. Experiments are in progress to get those lacking
information.

Materials and Methods

Bacterial strains, culture media and general genetic
techniques

Bacillus amyloliquefaciens GA1 was used for amylolysin
production [17]. The different bacterial and hyphal isolates
used as indicator strains are listed in table 1. Escherichia coli
DH5a (Promega, Madisson, WI, USA) was used for
transformation and amplification of recombinant plasmid DNA
according standard procedures [40]. B. amyloliquefaciens GA1
was transformed as described elsewhere [41]. Luria-Bertani
(LB), brain-heart (BH), de Man-Rogosa-Sharpe (MRS), and
YPD media were of commercial origin (Becton-Dickinson, Le
pont de Chaix, France). Microbial growth was monitored by
optical density measurement at 600 nm (ODgy,). Genomic DNA
was purified using the Wizard genomic purification kit
(Promega). PCR amplifications were performed with Fideli Taq
polymerase (USB Corporation, Cleveland, OH, USA) and
amplified fragments were purified with the Qiagen purification
kit (Hilden, Germany). PCR fragments were cloned into pGEM-
T-easy vector prior sequencing at GIGA Genomics Facilities
(University of Liege, Lieége, Belgium). Primers used for PCR
amplifications, plasmids and bacterial strains are listed in Table
$1. For similarity searches, the FastA program [42] was used

to scan UniProtKB/Swiss-Prot and UniProtKB/TrEMBL
databases. Sequence alignments were generated using
ClustalW  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)  and
manually adjusted in Genedoc (http://www.nrbsc.org/gfx/
genedoc/) to correct obvious mispairings. Predictions

terminators were performed using ARNold program [43]
whereas BPROM program was used for prediction of putative
promoter elements (http:/linux1.softberry.com/all.htm). Blasts
analysis were performed at the NCBI website (http://
blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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Amylolysin production, purification and quantification

Large-scale production of amylolysin was performed in a 80-
liters Bioflo 5000 bioreactor (New Brunswick) in a working
volume of 60 L of LB medium with strain RFB136 (a derivative
of strain GA1 unable to produce lipopeptides, see Text S1).
Cultures were conducted at 37 °C for 10 h at a stirring speed of
200 rpm and an aeration flow of 1 VVM (volume of air per
volume of medium per minute). Cell-free supernatant was
obtained by cross flow filtration using a hollow fiber cartridge
(0.45 pm, 8400 cm? GE Healthcare) according to the
manufacturer’'s recommendations. Amylolysin was purified in a
three steps procedure. Firstly, the antimicrobial peptide was
extracted from the culture supernatant using an Amberlite
XAD-16 resin (Sigma-Aldrich) and concentrated by rotary
evaporation. Amylolysin was subsequently purified in two steps
of reverse-phase RP-HPLC using a VP Nucleosil column (250
x 10 mm, 7 pm packing, Macherey-Nagel) and a Nucleodur
C18 column (50 x 4.6 mm, 5 um packing, Macherey-Nagel) at
a flow rate of 2.5 and 1 ml min-" of an acetonitrile/H,O mixture
(41/59, vlv), respectively. Amylolysin identification and
quantification were performed by RP-HPLC as described
previously [17].

Effect of enzyme, pH and temperature on amylolysin
activity

To evaluate sensitivity to proteases, purified amylolysin
samples were quantified by RP-HPLC after 24h of incubation at
37°C with proteinase K and pronase (10 pg/ml, Sigma-Aldrich).
Heat stability was evaluated after incubation for 60 min at
various temperatures (25, 55, 65, 75 and 100 °C) whereas pH
sensitivity was evaluated after a 1h-incubation in 200 mM
HCI/KCI buffer (pH 2-3), acetate buffer (pH 4-6) and Tris buffer
(pH 7-9). After those treatments, the remaining amylolysin
activity was determined using the agar diffusion assays as
described elsewhere, using Micrococcus luteus ATCC 9341 as
an indicator strain.

Minimal inhibitory concentration determination

Minimal inhibitory concentration (MIC) was determined for an
array of bacterial and yeast strains by a microdilution method
following the Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI)
recommended procedure [44]. Briefly, the different indicator
strains were aerobically grown in 24-wells culture plates in the
presence of purified amylolysin at concentration ranging from
0.1 to 2.8 pM in the appropriate medium and temperature
conditions as stipulated in table 1. Each well was seeded at an
ODgy, of 0.1. After 24 h of incubation, cell growth was
estimated based on ODg,, measurements. The MIC values
were defined as the lowest amylolysin concentration that is
able to inhibit cell growth. Each experiment was performed in
triplicate.

Characterization of amylolysin biosynthesis genes
Identification of the genomic locus involved in amylolysin
biosynthesis was performed by inverse polymerase chain
reaction (IPCR) [19]. Briefly, 5 ug of purified genomic DNA of
B. amyloliquefaciens GA1 were first digested with restriction
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enzyme Pstl (1U/ug for 2h). The digested DNA was then
purified before being self-ligated using T4 DNA ligase
(Promega). PCR amplification was then performed using
primer pair RFO142/RFO143 and the self-ligation mixture as a
template with an elongation time of 10 min. The resulting PCR
fragment was then cloned into pGEM-T-easy vector and
sequenced by primer walking. The resulting sequence was
then used for Blast search for further characterization of the
amylolysin locus.

Disruption of am/A

Disruption of am/A was performed as described previously
[45]. Briefly, the 407 and 523 bp P and T fragment consisting of
part of the 3’ and 5 amlA ORF were PCR-amplified using
primer pairs P2B4sens/P2B4rev and T2B4sens/T2B4rev,
respectively, and B. amyloliquefaciens GA1 genomic DNA as a
template. Primers P2B4rev and T2B4sens contain the rare
meganuclease |-Scel recognition sequence. P-IScel and IScel-
T fragments were then pooled and used as a template for
amplification of the P-IScel-T cassette with primers P2B4sens
and P2B4rev. The resulting fragment was then cloned into
pGEM-T easy vector to generate RFPA1. The 1.6 kb fragment
encoding a kanamycin resistance gene was rescued from
RFP104 [41] by IScel digestion and subcloned into RFPA1 at
the corresponding restriction site to yield RFPA2. The amlA
disruption cassette was finally obtained by PCR amplification
with primers pair P2B4sens/T2B4rev and RFPA2 as a template
and used, after purification, to transform B. amyloliquefaciens
RFB136. Transformants were selected on LB-kanamycin plates
(10 pg/ml). Integration by double-crossing event in the RFB136
strain was verified by analytical PCR using primer pair
P2B4sens/T2B4rev. The  amlA-disrupted  strain  was
denominated RFB137.

Mass spectrometry

The molecular mass of the purified amylolysin was
determined by matrix-assisted laser desorption ionization-time
of flight (MALDI-TOF) mass spectrometry using a 4700
Proteomics analyzer (Applied Biosystem). Purified amylolysin
was mixed with an equal volume of a-cyanohydroxycinnamic
acid solution (10 mg/ml) and spotted onto the MALDI plate. The
analyzer was used at an acceleration voltage of 20 kV.
Samples were measured in the reflectron mode. Mass spectral
databases and proteomic tools were MassBank (http://
www.massbank.jp) and Prospector (http://
prospector.ucsf.edu/).

The presence of the modified amino acid lanthionine in
amylolysin was demonstrated by RP-HPLC coupled with single
quad mass spectrometer (HPLC Waters Alliance 2695/diode
array detector, coupled with Waters SQD mass analyzer) on a
X-terra MS column (150 x 2.1 mm, 3.5 ym packing, Waters)
after peptide hydrolysis (HCI 6 M, for 4 h a 145°C) and
derivatization  with  o-phthaldialdehyde (OPA) (Agilent
Technology) as described elsewhere [46]. Elution was
performed at a constant flow rate of 0.25 ml min-' and at 40°C,
with a gradient of acetonitrile (solvent B) in water acidified with
0.1% formic acid (solvent A) as follows: 0-2 min, 0% B; 2-7
min, 0 to 10% B; 7-17 min, 10 to 15% B; 17-19 min, 15 to 95%
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B). Compounds were first identified on the basis of their
retention times compared with a commercial lanthionine
standard (Sigma-Aldrich). The identity of lanthionine was
subsequently confirmed on the basis of the masses detected in
the SQD by setting electrospray ionization (positive ion)
conditions in the MS as source temperature, 130°C;
desolvation temperature, 250°C; nitrogen flow, 500 | h-1; cone
voltage, 50 V.

Interaction with Lipid Il

Radiolabelled UDP-MurNac-pentapeptide, thereafter ['“C]
lipid Il, was prepared in vitro using E. coli K12 purified
membrane from UDP-GIcNac and UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-
meso-DAP-D-['*C]Ala-D-['“C]Ala and subsequently purified as
previously described [28]. Inhibition of glycosyl transferase
reaction was performed as described elsewhere [47] with some
modifications. Briefly, [“C] lipid Il (2.5uM; 0.125uCi nmol™),
amylolysin (0.2 uM), His-tag PBP1by from E. coli (15 nM) were
incubated in 25mM Tris-HCI (pH7,5), 0,5 % decyl PEG, 10 mM
MgCl,, 12% 1-octanol, 25 % DMSO for 1 hour at 30 °C. The
reaction products were separated by thin layer chromatography
(TLC) on silica plate (SilG, 250 uM thickness, Macherey-Nagel,
Duren, Germany) using a mixture of methanol/chloroform/
ammoniac/water (88/48/10/1, v/viviv) as mobile phase. For
interaction experiment, ["C] lipid Il (2.5 pM; 0.125uCinmol-')
and amylolysin (0.2 pM) were incubated in DMSO/1-octanol
mixture (60/40 v/v) for 1 hour at room temperature before being
subjected to TCL using a butanol/acetic acid/pyridine/water
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Abstract: The partial genome sequencing of Bacillus amyloliquefaciens GA1 led to the identification of the am/ gene
cluster involved in the synthesis of the novel lantibiotic named amylolysin. Pure amylolysin was shown to have an anti-
bacterial activity toward Gram-positive bacteria including methicillin resistant Staphylococcus aureus. The lantibiotic was
also found efficient to inhibit the growth of Listeria monocytogenes strains on poultry meat upon a long storage at 4°C. In
silico analyses of the am/ gene cluster revealed the presence of a characteristic motif involved in interaction with pepti-
doglycan precursor lipid I1. In the present work, this interaction was further investigated using the LiaRS based reporter
gene that is able to sense specifically antibiotics that interfere with lipid II cycle. Beside this, the pore-forming ability of
amylolysin was evidenced by means of membrane depolarization measurements and cell leaking experiments.
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INTRODUCTION

The Bacillus genus is known to produce an array of an-
timicrobial peptides of ribosomal and non-ribosomal origins
[1]. Of these, subtilin, ericin A, ericin S and mersacidin be-
long to the class I bacteriocins, the so-called lantibiotics [2].
These compounds are heat stable post-translationally modi-
fied peptides that contain the unusual amino acids lan-
thionine (Lan) and methyllanthionine (MeLan) as well as the
dehydrated residues, dehydroalanine (Dha) and didehydrobu-
tyrine (Dhb). Lan and MeLan are enzymatically synthesized
by cyclisation of a free cysteine with a Dha or a Dhb residue,
respectively [3]. These two dehydrated amino acids are syn-
thesized beforehand by dehydration of a serine or a threo-
nine, respectively [4]. Despite Lan and MeLan residues are
the characteristic structural trait of lantibiotics, more than 15
additional post-translational modifications had been de-
scribed to date [5].

Lantibiotic peptides are gene encoded and their structural
genetic determinants are found in biosynthetic gene clusters.
They are synthesized as inactive prepeptides, with a N-
terminal leader sequence separated from the mature lantibi-
otic. On the basis of structural and molecular criteria, lanti-
biotics can be subdivided into two subgroups [6]. Type-A
lantibiotics exhibit a linear secondary structure and are posi-
tively charged at neutral pH. They are modified by LanB and
LanC enzymes and processed by LanP protease [7]. Many of
type-A lantibiotics leader peptides end with a PQ or PR se-
quence and share a conserved F(N/D)LD motif in their core
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sequences. Conversely, type-B lantibiotics exhibit a globular
structure and are non-charged or slightly negatively charged
at neutral pH. They are modified by a single modification
LanM enzyme and processed by a LanT ABC transporter
that has N-terminal-associated protease activity [7]. Leader
peptides of type-B lantibiotics end with G(G/A/S) sequence
[8]. They are not processed by a LanP protease like type-A
lantibiotics but by the N-terminal intracellular domain of
LanT protein [7]. Type-B subgroup also includes the two-
component lantibiotics consisting of two synergistically act-
ing peptides. In general, each peptide is encoded by its own
structural gene and modified by separate LanM enzyme [9].
In addition, all lantibiotic gene clusters encode a set of im-
munity proteins that protect the producer strain against the
biological effect of the synthesized compound. Depending
on the lantibiotic, these immunity proteins could be Lanl,
LanF, LanE or LanG (for a review see [10]). Regulation of
lantibiotics biosynthesis is mediated by regulatory LanR and
LanK proteins that constitutes a two-component signal trans-
duction system [11].

Beside this, lantibiotics could also be distinguished based
on their biological mode of action. Some, such as mersacidin
from Bacillus amyloliquefaciens HIL Y-85.54728, interact
with N-acetylglucosamine-§-1,4-MurNAc-pentapeptide-
pyrophosphoryl-undecaprenol (thereafter lipid II), the carrier
molecule for peptidoglycan monomers through the cyto-
plasmic membrane and thereby inhibit cell wall biosynthesis
in sensitive Gram-positive bacteria [12]. Others, such as
Pep5 from Staphylococcus epidermidis 5, form pores in cy-
toplasmic membrane that lead to leakage of essential intra-
cellular components from the cell and finally to cell death
[13]. A third group of compounds is formed by lantibiotics
that possess a dual mode of action, i.e. inhibition of the pep-
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tidoglycan biosynthesis and pore formation. Both mode of
action are ensured by a single peptide such as nisin from
Lactococcus lactis [14][15] or by two distinct peptides in
two-component lantibiotic, such as lacticin 3147 from L.
lactis DPC3147 [16].

Recently, we have identified Bacillus amyloliquefaciens
GALl as a producer of amylolysin, a lantibiotic with potent
antimicrobial activity toward the foodborne pathogens such
as Listeria monocytogenes or Bacillus cereus [17, 18].
Moreover, Staphylococcus aureus, including methicillin-
resistant isolates together with Staphylococcus epidermidis,
which are both opportunistic human pathogens, were also
found sensitive to amylolysin [18]. A partial genome se-
quencing of GAI strain led to the identification of the aml
gene cluster (GI: 448918122) involved in lantibiotic biosyn-
thesis [18]. In silico analysis of this gene cluster highlights
the presence of aml/A encoding the pre-amylolysin, a unique
amlIM modification gene, an amlT transport gene, a two-
component regulatory system encoded by aml/K and amiR,
and two immunity genes am/F and amlE. The CTXTXEC
motif known in type-B lantibiotics as essential for interaction
with lipid II [18] detected within the AmIA primary structure
suggests that the biological activity of amylolysin could be
based on this mechanism. Despite direct interaction of amy-
lolysin and lipid II was evidenced in vitro using radiolabeled
compounds [18], there remains a gap in our knowledge per-
taining to the biological mode of action of amylolysin on
bacteria. In the present work, this interaction was further
investigated using the /iaRS based reporter gene that is able
to sense specifically antibiotics that interferes with lipid II
cycle [19]. Beside this, the pore-forming ability of amy-
lolysin was evidenced by means of membrane depolarization
measurements and cell leaking experiments.

MATERIAL AND METHODS
Bacterial Strains and Culture Media

Bacillus amyloliquefaciens GA1 was used for amylolysin
production while Bacillus megaterium [21] and Bacillus sub-
tilis BSF 2470 [20] were used as a sensitive strain and lipid
II cycle interfering reporter strain, respectively. Luria-
Bertani (LB) was of commercial origin (Becton-Dickinson,
Le pont de chaix, France). TY medium contained 0.8% tryp-
tone, 0.5% yeast extract and 0.3M NaCl. Microbial growth
was monitored by optical density measurement at 600 nm
(ODggp). Agar (20 g/L) was added in solid medium.

Amylolysin Production, Purification and Quantification

Large-scale production of amylolysin was performed in a
80-liters Bioflo 5000 in a working volume of 60 L of LB
medium. Production was conducted at 37 °C for 10 h at a
stirring speed of 200 rpm and an aeration flow of 1 VVM
(volume of air per volume of medium per minute). Cell-free
supernatant was obtained by cross flow filtration using hol-
low fibber cartridge (0.45 um, 8400 cm’, GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) according to the manufacturer recommen-
dations. Amylolysin was purified in a three steps procedure.
First, the antimicrobial peptide was extracted from the cul-
ture supernatant using Amberlite XAD-16 resin and concen-
trated by rotary evaporation. Semi-purified amylolysin was
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further purified in two steps of reverse-phase (RP) HPLC
using a VP Nucleosil column (250 x 10 mm, 7 um packing,
Macherey-Nagel, Duren, Germany) and a Nucleodur C18
column (50 x 4.6 mm, 5 um packing, Macherey-Nagel) at a
flow rate of 2.5 and 1 ml min™ of an acetonitrile/H,O mix-
ture (41/59, v/v), respectively. Amylolysin identification and
quantification were performed by RP-HPLC as described
previously [17].

Growth Inhibition on Solid Media

B. megaterium was grown in LB liquid medium for 24h
at 37°C and diluted in fresh LB medium to obtain a cell sus-
pension with an ODggo of 0.1. Two mL of the resulting cell
suspension were then incubated for 3, 20, 50 and 150 min-
utes under agitation at 37°C in the presence of 5 ug/mL and
6.5 pg/mL of purified amylolysin. After these incubations,
150 pL of the cell suspension diluted 10,000 fold were
spread on the surface of LB agar plates. After 15 h incuba-
tion at 37°C, colony forming units (CFU) were counted. Ex-
periments were performed in triplicate. Minimal inhibitory
concentration (MIC) was determined by the microdilution
method following the Clinical and Laboratory Standard Insti-
tute (CLSI) recommended procedure [21].

Quantification of Cell Wall Stress Using pLial-lacZ Re-
porter Gene

B. subtilis strain BSF2470 was used to report interfer-
ences with the lipid II cycle as described elsewhere [22].
Briefly, an overnight culture of strain BSF2470 was pelleted
by centrifugation and resuspended in TY medium to ODggp
of 0.1. Two hundred pL of this cell suspension were then
incubated for 2.5 h at 37°C into a 96-well plate prior addition
of amylolysin (0, 3.5, 7,12,19,21 ng/mL final concentration).
After additional one-hour incubation, cell concentration was
estimated by ODgy, measurements. Cells were then collected
by centrifugation and resuspended in 1 mL Z-buffer (60
mmol/L Na,HPO,, 40 mmol/L NaH,PO,, 10 mmol/L KClI, 1
mmol/L MgSO,4, 50 mmol/L B-mercaptoethanol, pH 7.0).
After addition of 20 pL of toluene and strong vortex shaking
for 30 s, 200 puL of o-nitrophenyl-B-D-galactoside (ONPG, 4
g/L in Z-buffer) were added to the resulting suspension. Af-
ter 45 min incubation at 37°C, 500 pL of 1 mol/L Na,COj;
were added and the release of para-nitrophenol was quanti-
fied by absorbance measurement at 505 nm. One unit of B-
galactosidase activity was defined as the amount of enzyme
that releases one pmol of para-nitrophenol per minute and
per OD600 unit at 37°C [24]

Membrane Depolarization

Membrane depolarization measurements were monitored
using the fluorescent probe 3,3'-dipropylthiadicarbocyanine
iodide (DiSCs(5), Anaspec, Fermont, CA, USA) as described
elsewhere [25]. Briefly, an overnight culture of B. megate-
rium was pelleted by centrifugation and cells were resus-
pended in 50 mmol/L HEPES buffer (pH 7) to obtain an
ODggp of 0.1. DiSC5(5) probe (1 umol/L, final concentration)
was then added to 1 mL of cell suspension together with
glucose (10 umol/L, final concentration) and nigericin
(1 pmol/L, final concentration, Sigma-Aldrich). After stabi-
lization of the fluorescence signal (excitation and emission
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wavelengths were set at 622 nm and 670 nm, respectively),
100 pL of purified amylolysin (1 pg/mL) was added and the
change of fluorescence was monitored by using a LSB50
spectrofluorimeter (Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA).
Finally, the ionophore valinomycin (1 pmol/L, final concen-
tration, Sigma-Aldrich) was added in order to dissipate any
residual transmembrane electrical potential (Ay). Stock solu-
tions of DiSC3(5) (1 mmol/L), glucose (10 mmol/L), ni-
gericin (1 mmol/L) and valinomycin (1 mmol/L) were
freshly prepared before use. Fluorescence was normalized to
the value of 100 obtained after addition of valinomycin to
the cell suspension.

Measurement of UV-absorbing Materials

Cell release of UV-absorbing materials was measured as
previously described [25]. Briefly, an overnight culture of B.
megaterium in LB medium was pelleted by centrifugation
and cells were resuspended in 25 mmol/L HEPES buffer (pH
7) supplemented with 100 mmol/L glucose to an ODgg of
0.2. Ten mL of cell suspension were then incubated aerobi-
cally at 37 °C in the presence purified amylolysin or nisin
(Sigma) at a final concentration of 3 and 6 pg/mL. One mL
aliquots were collected at various time points (5, 45 and 90
min) and UV-absorbing material concentrations were deter-
mined by UV-VIS spectrophotometer at 260 nm.

RESULTS
Biological Activity on Plates

As a first characterisation of the amylolysin mode of ac-
tion on bacteria, viable cell counts of a sensitive cell suspen-
sion were determined at various time points upon addition of
semi-purified amylolysin. As an MIC value of 6 pg/mL was
obtained for B. megaterium (data not shown), the biological
activity of amylolysin was investigated at an inhibitory (6.5
pg/mL) and sub-inhibitory (5 pg/mL) concentration. As
shown in (Fig. 1), an extensive reduction of cell viability for
the two treated samples was observed compared to the con-
trol. This effect was concentration dependent and no viable
cells were observed after treatment with an amylolysin con-
centration corresponding to the MIC value.

Lipid IT Cycle Interferences

Direct interaction between lipid I and amylolysin was
investigated on bacteria using a pLial-LacZ based reporter
system. In B. subtilis, the two-component system LiaRS
(Lipid II cycle Interfering Antibiotic Response regulator and
Sensor) specifically senses and responds to antibiotics that
interfere with lipid II cycle [20]. Based on that, a bioassay
for the identification of antibiotics that targets cell wall bio-
synthesis has been developed and tested for different Bacil-
lus antibiotics such as subtilin or bacitracin [23]. The re-
porter strain B. subtilis BSF2470 allows to quantitatively
determine lipid II interacting antibiotics via the LiaRS two
component system that activates the /ial-promoter followed
by expression of the LacZ gene. The associated f-
galactosidase activity reflects interferences with the lipid II
cycle and thus, with peptidoglycan synthesis. In the present
work, strain BSF2470 was incubated in the presence of
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Figure 1. Viable cell count of B. megaterium after incubation with
amylolysin at concentrations of 5 pg/mL (square) and 6.5 pg/mL
(triangle). Results are express as a percentage of viable cells com-
pared to the not treated sample (diamond). Results are mean value
of three experiments. Standard deviations were less than 10 % of
the average value.

increasing amylolysin concentration; B-galactosidase activity
together with cell density were then determined. As shown in
(Fig. 2), lipid II cycle interferences could be detected for
amylolysin concentrations higher than 12 ng/mL. In those
conditions, the decrease in cell density was directly related to
amylolysin concentration.
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Figure 2. Interference of amylolysin with lipid II cycle using LiaRS
reporter gene in Bacillus subtilis BSF2470. Histograms represent
the B-galactosidase activity and the solid line the optical density
(ODgg9) of BSF2470 cell suspension. Experiments were done in
duplicate. Standard deviations were less than 10 % of the average
value.

Membrane Depolarization

The ability of amylolysin to interfere with cell membrane
integrity was investigated by measuring the transmembrane
electrical potential (Ay) of sensitive strain with the fluores-
cent probe DiSC;(5) [25, 26]. Measurements were performed
by monitoring the fluorescence signal after addition of puri-
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fied amylolysin to a B. megaterium cell suspension pre-
loaded with the DiSC;(5) probe. Prior treatment of cells,
addition of the K'/H" exchanger nigericin permitted cells to
maintain a maximum Ay, resulting in a decreased fluores-
cence intensity (data not shown). The sudden increase of
fluorescence upon addition of amylolysin traduces the col-
lapse of the Ay and thus the cytoplasmic membrane depo-
larization (Fig. 3). The slight increase of fluorescence upon
addition of the K* ionophore valinomycin demonstrates that
the membrane depolarization was almost complete in these
experimental conditions (94 % of the maximal fluorescence
value). This suggests that amylolysin is able to induce leak-
age of ions, which cause the immediate collapse of Ay and
thus, membrane depolarization. As shown in (Fig. 3), similar
membrane depolarization was observed upon addition of
nisin at the same concentration (i.e. 1 ng/mL). However, the
lower fluorescence increasing rate together with its lower
final value (80 % of the total fluorescence value) suggest a
weaker biological effect of nisin in those experimental con-
ditions compared to amylolysin.
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Figure 3. Transmembrane Ay determination for B. megaterium
preloaded with DiSC5(5) after treatment with amylolysin (black) or
nisin (grey). Lantibiotics and valinomycin were added to the cell
suspension after 45 seconds and 150 seconds (nisin treated cells) or
175 seconds (amylolysin treated cells). Fluorescence signal was
normalized to the value of 100 obtained upon addition of valinomy-
cin to the cell suspension.

Cell Leakage Experiment

In order to assess the ability of amylolysin to form pores
in cytoplasmic membranes, release of UV-absorbing mole-
cules (i.e. protein and nucleic acid) from the cell was deter-
mined upon addition of amylolysin to a B. megaterium cell
suspension (Fig. 4). The increase of medium absorbance at
260 nm over time in the presence of amylolysin traduces the
cell leakage of UV-absorbing molecules such as nucleic ac-
ids or aromatic amino acids (i.e. Phe and Trp). Similar re-
sults were also obtained upon addition of nisin to the sensi-
tive cell suspension, however at a lower rate.

DISCUSSION

Lantibiotics are known to be active against Gram-
positive bacteria, including nosocomial pathogens such as
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Figure 4. Efflux of UV-absorbing materials in B. megaterium
treated with amylolysin (solid line) and nisin (dashed line) at con-
centrations of 3 pg/mL (m) and 6 pg/mL (e). Absorbance at 260 nm
was determined 5, 40 and 90 min after addition of nisin or amy-
lolysin. Standard deviations were less than 10 % of the average
value.

MRSA, VRE and Clostridium difficile [5]. They target the
cytoplasmic membrane by forming pores and/or inhibiting
peptidoglycan synthesis by perturbing lipid II cycle [27]. For
instance, some type-A lantibiotics such as nisin are charac-
terized by a dual mode of action that affects both the cell
wall biosynthesis and integrity of the cytoplasmic membrane
[28]. It has been demonstrated that nisin use lipid II as a
docking molecule to subsequently induce transmembrane
pore formation [5, 27]. In general, type-B lantibiotics, ex-
cepted the two-component lantibiotics, also inhibit cell wall
biosynthesis by anchoring the lipid II but, unlike the above
mentioned type-A peptides, do not form pores in cytoplasmic
membranes [29].

Recently, amylolysin was characterized at genetic and
biochemical levels [18]. In vitro, amylolysin is able to inter-
act directly with lipid IT and to inhibit the transglycosylation
reaction involved in peptidoglycan synthesis. In the present
work, experiments based on the pLial-LacZ reporter system
clearly demonstrate that amylolysin is able to interfere with
the lipid II cycle and thus peptidoglycan biosynthesis, con-
firming thus our previous observations.

In silico analysis of the amylolysin biosynthetic machin-
ery has provided a set of clues that suggests that this lantibi-
otic belongs to the type-B group: the presence of an unique
AmIM modification enzyme, a GG-cleavage site for process-
ing of the AmIA prepeptide and the presence within the
AmlA sequence of the CTXTXEC conserved motif required
for lipid IT interactions [18]. In that regard, it is most likely
that amylolysin is unable to form pores in cytoplasmic mem-
brane similarly to all the one-peptide type-B lantibiotics de-
scribed so far. However, our results support the hypothesis
that amylolysin is able to form pores in cytoplasmic mem-
brane and that those pores allow leakage of biological mole-
cules leading to the death of sensitive bacteria. Indeed,
measurement of Ay values demonstrates undoubtedly that
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amylolysin induces the membrane depolarization while cell
leakage experiments are an evidence of pores formation in
the cytoplasmic membrane. In addition, the higher efficiency
of membrane depolarization and pores formation observed
for amylolysin compared to nisin, suggests a higher antimi-
crobial activity of amylolysin.

CONCLUSION

In the present work, we report experimental evidences
that demonstrate the dual mode of action, i.e. interaction
with lipid II and pores formation, of a type-B lantibiotic from
B. amyloliquefaciens.
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