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Abréviations 
 
a. a : acide aminé 

AAC : Aminoglycoside acétyltransférase 

AMP : Adénosine monophosphate 

ADP : Adénosine diphosphate 

ANT : Aminoglycoside nucléotidyltransférase 

APH : Aminoglycoside phosphotransférase 

ARN : Acide ribonucléique 

ATP : Adénosine triphosphate 

CI50 : Concentration ihnibitrice de 50% de l’activité 

CMI : Concentration minimum inhibitrice 

CoA : Coenzyme A 

DACP : Diaminocyclopentanol 

DIS : Dimerisation initiation site 

DTNB : Acide-5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoïque) 

D.O : Densité optique 

DOS : Désoxystreptamine 

DTT : Dithiothreitol 

EDTA : Acide éthylène-diamine-tétraacétique 

ERSF : European Synchrotron Radiation Facility 

GNAT : GCN5-N-related acetyl transferase 

HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HSQC : Heteronuclear single quantum coherence 

IPTG : Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

Kd : Constante de dissociation 

NOE : Nuclear Overhauser effect 

RMN : Résonance magnétique nucléaire 

RNP : Reverse noe pumping 

SARM : Staphylococcus aureus résistant à la méthilcilline 

SARV : Staphylococcus aureus résistant à la vancomycine 

SDS-PAGE : Sodium dodécyl sulfate poly acrylamide gel elecrophoresis 

Site A : Site de fixation de l’ARNt aminoacylé 

STD : Saturation transfer difference 

Tris : trishydroxyméthylaminométhane 

TROSY : Transverse Relaxation Optimized spectroscopY 
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CHAPITRE I : INTRODUCTION 
 
 

I. Les maladies infectieuses : historique et état des lieux  
 

Les maladies infectieuses sont provoquées par des virus, des bactéries, des parasites ou 

des champignons. Ces microbes, qui constituent la plus ancienne forme de vie sur Terre, 

participent en grande majorité au bon fonctionnement de notre écosystème et sont pour la 

plupart non-pathogènes pour l’homme. Une faible proportion de ces microbes est 

responsable de maladies infectieuses aux conséquences dramatiques. Au cours des 

derniers siècles, de grandes épidémies ont ravagé le monde, comme la peste au Moyen-Age 

ou la grippe espagnole au début du XXème siècle. Aujourd’hui, avec la grippe, les hépatites, le 

SIDA, la tuberculose ou le  paludisme, les maladies infectieuses sont responsables de 

plusieurs millions de décès chaque année, ce qui en fait l’une des premières causes de 

mortalité dans le monde (Davies 2007). 

Plus de 90% de ces maladies surviennent dans les pays en voie de développement, où 

l’accès aux traitements est très limité. De plus, l'augmentation rapide de la population dans 

ces pays maintient une situation alarmante en matière de maladies infectieuses. En effet, 

elle implique une augmentation du réservoir potentiel de pathogènes et leur transmission est 

facilitée par la pauvreté, la promiscuité, l'hygiène insuffisante, la malnutrition et la carence en 

prévention. Les pays industrialisés ne sont pas pour autant à l'abri de la menace 

microbienne. Les maladies infectieuses, et particulièrement les infections nosocomiales 

(contractées à l’hôpital), sont de plus en plus fréquentes dans ces pays. Les progrès de la 

médecine permettent de prendre en charge à l’hôpital, des patients de plus en plus fragiles : 

patients immunodéprimés (maladie ou traitement en vue d’une greffe), personnes agées, 

grands brûlés, grands prématurés, polytraumatisés. Ces patients présentent une sensibilité 

plus importante face aux infections bactériennes. Les actes invasifs (sonde, cathéter) et la 

chirurgie lourde augmentent également le risque de contracter une infection. 

Les antibiotiques ou la vaccination permettent de lutter efficacement contre ces maladies 

infectieuses. Mais les bactéries ont la capacité de développer des résistances à ces 

traitements antimicrobiens.  Entre l'homme et les microbes s'est engagée une course contre 

la montre. La recherche de nouvelles armes anti-infectieuses est plus que jamais 

nécessaire. 
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II. Les antibiotiques 
 

A) Origine et propriétés 
 

Les antibiotiques, dans la mesure où ils ont fait reculer le taux de mortalité en 

permettant de guérir certaines maladies infectieuses, sont sans doute les médicaments dont 

la découverte a le plus bouleversé la médecine et la démographie. Le terme « antibiotique » 

fut proposé en 1941 par Selman Waksman pour désigner « toute substance chimique 

produite par un micro-organisme capable d’inhiber le développement ou de détruire d’autres 

micro-organismes en solution diluée » (Denis et al. 2001). Les antibiotiques inhibant la 

croissance des bactéries sont dits bactériostatiques, ceux qui tuent les bactéries sont dits 

bactéricides. 

L’histoire de la chimiothérapie antibactérienne démarre à l’aube du XXème siècle. Paul 

Ehrlich en donne le principe de base : une substance chimiothérapeutique utilisable par voie 

générale dans le traitement des maladies infectieuses doit être nuisible pour le micro-

organisme pathogène, mais inoffensive pour les cellules de l'organisme hôte. Les recherches 

de Ehrlich aboutiront à soigner la syphilis avec le « salvarsan », composé contenant de 

l’arsenic qui tue les spirochètes. Le prix Nobel de médecine lui fut attribué en 1908. L'action 

bactériostatique de certains micro-organismes envers d'autres avait également été observée 

en 1877 par Louis Pasteur et J.-F Joubert à propos du bacille charbonneux. Pendant les 

années 30, Sir Alexander Fleming constata que la culture de staphylocoques était inhibée 

par la présence de moisissures du genre Penicillium. Fleming proposa que le champignon 

secrétait une substance chimique bactériostatique (qui inhibe la croissance des bactéries), 

utilisable en thérapeutique humaine. Durant la même période, Gerhard Domagk en 

Allemagne, découvrit l’action antibiotique des composés sulfamidés, composés d’origine 

synthétique et non bactérienne. Pendant la seconde guerre mondiale, Ernst Boris Chain et 

Sir Howard Walter Florey poursuivirent les travaux de Fleming et isolèrent la « pénicilline » 

puis déterminèrent sa formule chimique. Les premiers médicaments à base de pénicilline 

furent fabriqués industriellement aux Etats-Unis en 1942 et permirent depuis de sauver 

plusieurs millions de vies humaines. Au cours des décennies suivantes, l’arsenal anti-

bactérien n’a cessé de s’enrichir. En particulier, les bactéries du genre Streptomyces ont 

permis d’isoler de nombreux antibiotiques comme la streptomycine (1943), le 

chloramphénicol (1947) ou l’érythromycine (1952). Ces bactéries produisent environ deux 

tiers de tous les antibiotiques connus. L'abondance et la diversité structurale des 

antibiotiques synthétisés par ces bactéries ne se retrouvent dans aucun autre genre 

bactérien. Quelques 10 000 antibiotiques d'origine naturelle sont connus à ce jour, dont 

environ 80 % proviennent de bactéries et 20 % de moisissures. Tous ne sont pas employés, 
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les effets toxiques de certains d'entre eux empêchant leur utilisation en médecine humaine et 

vétérinaire (Walsh 2003). 

Dans les années 1950-60 sont apparus de nouveaux antibiotiques synthétiques ou semi-

synthétiques comme les quinolones et les fluoroquinolones. Depuis, d’autres classes 

d’antibiotiques correspondant à des améliorations de molécules déjà existantes sont 

apparues commes les céphalosporines (dérivés des ß-lactamines), les kétolides (dérivés de 

macrolides) ou les glycylcyclines (dérivés des tétracyclines). De nouveaux antibiotiques 

agissant selon des nouveaux mécanismes d’action sont également apparus comme les 

oxazolidinones, obtenus par synthèse chimique (Slee et al. 1987) ou encore les antibiotiques 

peptidiques comme les lipopeptides, avec la daptomycine, qui présente une activité sur les 

souches résistantes aux autres antibiotiques (Stahl 2006) (Figure 1).  

 

 

 
 

 

Figure 1 : Ordre chronologique de l’apparition des différentes classes d’antibiotiques en 
usage clinique. Adaptée de Walsh 2003. 
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B) Classification générale 
 

La classification des antibiotiques est tout d’abord basée sur leur mécanisme d’action 

puis sur leur origine, leur nature chimique, leur modalité d’action et enfin leur spectre 

d’action. Les principaux mécanismes d’action des antibiotiques sont les suivants : 

- inhibition de la synthèse des protéines, c’est le cas des aminoglycosides et 

d’environ la moitié des antibiotiques. 

- inhibition de la synthèse de la paroi bactérienne  

- inhibition de la synthèse de la membrane plasmique 

- inhibition du métabolisme des acides nucléiques 

- inhibition du métabolisme intermédiaire  

- poisons de la force proton-motrice et perméabilisants membranaires 

Les tableaux 1 et 2  résument les différentes classes et propriétés des antibiotiques (Walsh 

2003). Le cas des aminoglycosides, auxquels nous nous sommes intéressés, sera détaillé 

dans le paragraphe III de ce chapitre. 
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Cible 
 

Classe 
 

Exemples 
 

Origine 
 

Structure chimique 
Mode  

d’action 
Spectre 
d’action 

 
 

β-lactamine 
 

 
 

Penicilline 

 
Penicillium 

chrysogenum 

 

N

S

O

HO

N
H

O

O

 

 
 

Gram + 

Céphalo- 
sporines Céfotaxime Synthèse 

chimique 

 

 
Inhibition des 

transpeptidases 
Gram + 
Gram - 

 
 

Glycopeptide 

 
 

Vancomycine 

 
 

Streptomyces 
orientalis 

 

 
 

Blocage de la 
synthèse du 

peptidoglycane  Gram + 

 
 
 
 

Paroi 
cellulaire 

Fosfomycine Fosfomycine Streptomyces 

 

Bloque la 
formation 
d’acide N-

acétyl 
muraminique 

Gram + 
Gram - 

Polymyxine PolymyxineB 
Colistine 

 
Bacillus 

polymyxa Polypeptides de 10 acides aminés 

Interaction 
avec les 

phospholipides 
membranaires 

 
Gram - 

 
 

 
Membrane 
plasmique 

Lipopeptides Daptomycine Streptomyces 
roseosporus Peptide cyclique polyanionique 

Formation de 
canaux 

ioniques 
Gram + 

 
 

Rifamycine 

 
 

Rifampicine 

 
 

Streptomyces 
nocardia 

mediterranei 

 

 
Blocage de la 
transcription 
par inhibition 

de l’ARN 
polymerase 

Gram + 
Gram - 

 
 

 
 

Synthèse des 
acides 

nucléiques 
 
 

 

 
 

Quinolones 

 
 

Ciprofloxacine 

 
 

Synthèse 
chimique 

 
O

N

F

N

NH

O

HO

 

 
Blocage de la 
réplication de 

l’ADN par 
inhibition de la 

gyrase 

Gram + 

 
 

Sulfamides 

 
 

Sulfadiazine 

 
Synthèse 
chimique 

 

 

 
Inhibition de la 
dihydrofolate 

synthétase 

 
Gram + 
Gram - 

 
 
 
 

Métabolisme 
de l’acide 

folique 
 
 

 
Diamino- 

pyrimidine 

 
Triméthoprime 

 
Synthèse 
chimique 

 

 
Inhibition de la 
dihydrofolate 

réductase 

 
Gram + 
Gram - 

 
 

Tableau 1 : Les différentes classes d’antibiotiques n’interférant pas avec la synthèse des 
protéines 
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Classe 

 
Exemple 

 
Origine 

 
Structure chimique 

 
Mode d’action 

 
Spectre 
d’action 

 
 
 

Tétracyclines 

 
 
 

Doxycycline 

 
 

Streptomyces 
aureofaciens 

 

O

H2N

OO

OH

OH OH

OH

HO

N

H H

 

 
Inhibition de la 

fixation de l’ARN 
de transfert 

aminoacylé à la 
sous-unité 30S 

 
 

Gram + 
Gram - 

 
 
Glycylcyclines 

 
 

Tigécycline 

 
 

Synthèse 
chimique 

 
H
+

N

OH O O

H
+

N

OH

NH2

O

OH

OH

N
H

O

H
N

 
 

 
Blocage de la sous-

unité 30S par 
fixation au  site de 
liaison de l’ARNt 

 
 

Gram + 
Gram - 

 
 

Oxazolidinones 

 
 

Linezolid 

 
 

Synthèse 
chimique 

 

O
N
H

O

N

O

O N

F  

 
Inhibition de 

l’association des 
sous-unités 30S et 

50S  

 
 

Gram + 

 
 
 

Macrolides 

 
 
 

Erythromycine 

 
 

Streptomyces 
erythreus 

 

 
Inhibition de 

l’élongation de la 
chaîne peptidique 
par fixation au site 
P de la sous-unité 

50S 

Kétolides Télithromycine Synthèse 
chimique 

 

Fixation sur un site 
supplémentaire de 
la sous-unité 50S 
par rapport aux 

macrolides 

 Gram + 

 
 
 

Phénicolés 

 
 
 

Chloramphénicol 

 
 

Streptomyces 
venezualae 

 

O NH

N
+

O

O
-

HO

OH

ClCl  

 
Inhibition de 

l’activité peptidyl-
transférase par 

liaison à la sous 
unité 50S 

 
 

Gram + 
Gram - 

 
 
 

Lincosamides 

 
 
 

Lyncomycine 

 
 

Streptomyces 
lincolnensis 

 

N

O

H
N

O

S

HO

HO

OH

HO  

Inhibition de 
l’élongation de la 
chaîne peptidique 
par fixation au site 
P de la sous-unité 
50S (antagonisme 

avec les 
macrolides) 

 
 
 

Gram + 

 
 

Tableau 2 : Les différentes classes d’antibiotiques interférant avec la synthèse des protéines 

(suite page suivante) 
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Classe 
 

Exemple 
 

Origine 
 

Structure chimique 
 

Mode d’action 
 

Spectre 
d’action 

Streptogramine A 

 

O

OH

N
H

O

O

O

N

N

O

O

 

 
Synergistine 

Streptogramine B 

 
 
 
 

Streptomyces 
graminofaciens 

 

N

OH

O

NH

H
N

O

N

O

N

O

NO

Acide 

4-oxopipecolique

O

HN

O

 

 
Action synergique 

au niveau de la 
sous-unité 50S : 
inhibition de la 

fixation de l’ARN 
de transfert au 

ribosome et 
inhibition de la 
traduction de 

l’ARN messager 

 
 

Gram + 
Gram - 

 
 

Acide 
 fusidique 

 

 
 
 

Acide fusidique 

 
 

Fusidium 
coccineum 

 

O

HO

OH

OH

O

O  

 
Fixation au facteur 
EF-G d’élongation 

de la traduction 
empêchant la 

fixation de l’ARNt 
aminoacylé 

 
 
 

Gram + 

 

Tableau 2 (suite) : Les différentes classes d’antibiotiques interférant avec la synthèse des 
protéines 

 

 

 
C) Résistance aux antibiotiques 

 
Après avoir révolutionné le traitement des maladies infectieuses, l’efficacité des 

antibiotiques est désormais remise en cause par les phénomènes de résistance bactérienne. 

L’émergence rapide de ces phénomènes de résistance est tout d’abord due aux processus 

d’adaptation qui président à l’évolution des espèces : dans un environnement sélectif et 

plutôt hostile, seuls les individus les mieux armés génétiquement survivent et se multiplient. 

Le grand nombre de cellules bactériennes dans une population (jusqu’à plusieurs millions 

par millilitre), leur court temps de génération, associés à la grande plasticité de leur génome 

facilitent l’apparition de mutants. Si une ou plusieurs mutations confèrent un avantage pour 

la survie, la bactérie résistante sera sélectionnée et pourra se multiplier. 

Mais la surconsommation des antibiotiques ainsi que les prescriptions inappropriées sont 

responsables de l’augmentation de ces phénomènes de résistance (Neu 1992). La France 

est un des pays qui consomme le plus d’antibiotiques en Europe et dans le monde, même si 
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la prévention a permis, ces dernières années, de limiter l’augmentation de cette 

consommation. On compte en France environ 80 millions de prescriptions d’antibiotiques en 

ville par an et on estime que 50% de ces prescriptions sont inappropriées car prescrites dans 

le cadre d’infections virales (Choutet 2003). D’autre part, l’utilisation massive d’antibiotiques 

comme facteur de croissance dans l’alimentation animale a également favorisé l’apparition 

des résistances (Lipsitch et al. 2002 ; Smith et al. 2002).  De plus, le coût global (environ 1 

milliard de dollars) et le temps nécessaire à la recherche et au développement d’un nouvel 

antibiotique, peut pousser l’industrie pharmaceutique à se désinvestir peu à peu de cette 

recherche de nouveaux composés antibiotiques (Nathan et Goldberg 2005).  

Les taux de résistance aux antibiotiques en France sont parmi les plus élevés d’Europe ; 

36% des pneumocoques sont résistants à la pénicilline et 41% aux macrolides (Rapport 

2005 de l’EARSS, European Antimicrobial Resistance Surveillance System disponible sur 

www.earss.rivm.nl). De plus en plus de bactéries multirésistantes (BMR) émergent. Par 

exemple, la résistance des staphylocoques dorés devient particulièrement inquiétante. Cette 

bactérie responsable de nombreuses infections sévères (principalement des infections 

cutanées et des muqueuses pouvant aller jusqu’à la septicémie) s’est adaptée 

successivement aux différents antibiotiques (Deurenberg et al. 2007). La pénicilline était 

utilisée au départ pour traiter ces infections mais dès les années 50 des souches de 

Staphiloccocus aureus résistantes à la pénicilline sont apparues (90% des souches 

sécrétaient des β-lactamases). La méthicilline est alors devenue le traitement de référence 

pour ces infections jusqu’à ce qu’apparaissent dans les années 80 des résistances à cet 

antibiotique (S. aureus résistant à la méthicilline : SARM). L’utilisation de la vancomycine 

s’est alors répandue ce qui a également conduit à l’apparition de souches résistantes à cet 

antibiotique (S. aureus résistant à la vancomycine : SARV) (Paterson 1999). De plus, les 

souches de SARM ne sont dorénavant plus limitées au secteur hospitalier mais des clones 

ont été décrits comme responsables d'infections communautaires (Grundmann et al. 2006).  

Cette résistance a un impact non négligeable, mesuré par une plus grande probabilité de 

rechute des infections, une augmentation de la durée de séjour et des coûts 

d’hospitalisation, et une létalité plus importante (mortalité attribuable entre 17 et 30% selon 

les études) (French 2005 ; Stein 2005). Certaines bactéries sont maintenant résistantes à 

tous les antibiotiques, la médecine fait alors face à des échecs thérapeutiques, nous 

rapprochant de la situation de l’ère pré-antibiotique.  

De plus, les médicaments de deuxième, voire de troisième intention, sont presque 

toujours beaucoup plus chers. Par exemple, les médicaments nécessaires au traitement des 

tuberculoses à bacilles multirésistants sont presque 100 fois plus chers que les médicaments 

de première intention pour les souches sensibles. Les dépenses impliquées peuvent alors 

être prohibitives (French 2005). 
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Selon l’OMS, les tendances actuelles donnent à penser que, d'ici dix ans, nous n'aurons 

plus de traitements efficaces pour certaines maladies. Il apparaît alors urgent de développer 

de nouvelles classes d’antibiotiques ainsi que des traitements ciblant les mécanismes de 

résistance des bactéries. Les actions de prévention et de contrôle de l’utilisation des 

antibiotiques doivent bien-sûr être poursuivies en parallèle. 

 

D’autre part, des alternatives à l’antibiothérapie existent ou se développent : 

 

- Vaccination 

Les recherches sur le système immunitaire peuvent apporter des solutions  

antibactériennes.  Une des fonctions de la réponse immune est de tuer les bactéries. La 

modulation de la réponse immune de l'hôte - par l'administration de vaccin (à titre 

thérapeutique ou préventif) - pour accroître l'immunité innée est un moyen de combattre les 

infections bactériennes. La vaccination existe déjà pour lutter contre certaines infections 

communautaires (exemple du DT-Polio contre la dyphtérie, le tétanos, et la poliomyélite) 

mais la recherche de vaccins contre les infections nosocomiales, comme le staphylocoque 

doré par exemple, se développe (Deresinski 2006). 

 

- Phagothèrapie 

La phagothérapie, qui consiste à utiliser un virus bactérien (bactériophage ou phage) pour 

tuer une bactérie, est également considérée comme une alternative thérapeutique 

prometteuse. Cette technique ancienne a été dans une large mesure abandonnée dans le 

monde occidental après la découverte des antibiotiques. Toutefois, la recherche sur les 

phages s'est poursuivie tant en Pologne qu'en Russie, où les infections résistantes aux 

antibiotiques ont, semble-t-il, continué d'être traitées avec succès au moyen de phages 

vivants ou de produits de phages (Hanlon 2007).   

 

- Peptides antimicrobiens 

Les peptides antimicrobiens sont également une alternative à l’antibiothérapie classique. 

Ces peptides sont sécrétés dans le sang lors d’une infection bactériennes chez les 

invertébrés et constituent leur principal système de défense. Ils existent aussi chez l’homme 

où il viennent suppléer le système immunitaire. Ces peptides tuent les microorganismes en 

perméabilisant leur membrane par un effet de type détergent qui peut être accompagné de la 

formation de pores. Ce mécanisme d'action, original par rapport aux antibiotiques classiques, 

est très rapide, concentration dépendant et indépendant de l'interaction avec une cible 

moléculaire unique, ce qui devrait limiter l’apparition de phénomènes de résistance (Radek 

et Gallo 2007). 
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- Stratégie antivirulence ou antipathogénicité 

Cette nouvelle approche consiste à cibler des facteurs de virulence de la bactérie (c’est à 

dire les facteurs qui confère à la bactérie sa capacité à infecter et à provoquer une maladie) 

sans interférer avec le métabolisme de base de la bactérie. Ces agents antibactériens 

stopperait la croissance des bactéries pathogènes mais n’affecteraient pas la croissance des 

bactéries dans leurs sites naturels (par exemple la paroi intestinale ou la peau). Ceci 

permettrait d’éviter l‘apparition de mutants résistants à ces traitements. Ils pourraient donc 

être utilisés en prophylaxie pour des patients présentant un fort risque de contamination 

comme les patients immunodéprimés par exemple (Escaich 2006). 

 

- Sciences physiques 

Enfin, les recherches en sciences physiques et sur les biomatériaux proposent de 

nouvelles solutions. Des études sont menées sur la modification de l'environnement 

physique, comme la création de conditions hyperbares et le contrôle des températures. Les 

technologies comme les lasers et la lumière UV peuvent également être utilisé pour réduire 

le risque d'infection chez les patients qui subissent des traitements ou des interventions 

chirurgicales. Des biomatériaux peuvent également être conçus pour réduire ou éliminer la 

croissance bactérienne et la formation de biofilms. Des exemples seraient l'introduction de 

surfaces « super lisses » sur les articulations artificielles ou encore la création de 

biomatériaux imprégnés d'agents anti-infectieux (Davies 2007).  

 

Toutefois, l’antibiothérapie reste incontournable dans notre arsenal thérapeutique à 

condition de développer rapidemment des stratégies pour contrer la résistance aux 

antibiotiques. 

 

 



Chapitre I  Introduction 

 - 21 -   

III. Les aminoglycosides 
 

A) Spectre d’activité 
 

La famille des aminoglycosides ou aminosides occupe une place particulière dans 

l'arsenal des antibiotiques. Depuis la découverte de la streptomycine en 1944, utilisée pour 

traiter la tuberculose, une quinzaine de molécules seulement ont été développées en 

thérapeutique humaine. Cependant malgré leur « ancienneté », les aminoglycosides 

conservent une activité bactéricide remarquable vis-à-vis notamment des bacilles à Gram 

négatif aérobies. Leur bactéricidie rapide sur de nombreux agents pathogènes les rendent 

incontournables, malgré leur faible diffusion tissulaire, pour le traitement de beaucoup 

d'infections sévères (infections nosocomiales, comme les pneumopathies, les pyélonéphrites 

et les endocardites). Les aminoglycosides sont des antibiotiques dont le spectre théorique 

est très large incluant tous les germes à Gram négatif aérobies (bacilles, cocci et 

coccobacilles à Gram négatif) ainsi que les staphylocoques et les bacilles à Gram positif. En 

revanche, les streptocoques, y compris les entérocoques et les pneumocoques, et les 

germes anaérobies sont naturellement résistants à ces antibiotiques administrés seuls. Cette 

résistance est liée à une imperméabilité de la bactérie à l'antibiotique qui ne peut plus 

atteindre sa cible intracellulaire (Veber et al. 1999). 

Tous les aminoglycosides ne présentent pas la même activité envers les bactéries 

traitées. Par exemple, la gentamicine est plus active que la tobramycine sur des souches de 

Serratia spp., alors que la tobramycine est plus efficace que la gentamicine contre 

Pseudomonas aeruginosa. L’arbekacine, largement utilisée au Japon, a le spectre d’activité 

le plus large. Cet antibiotique est particulièrement actif sur les souches de SARM, y compris 

celles résistant aux autres aminoglycosides. (Vakulenko et Mobashery 2003).  

Les aminoglycosides sont synergiques avec les antibiotiques inhibant la synthèse de la 

paroi cellulaire comme les β-lactamines et la vancomycine. Ce synergisme est probablement 

dû à l’augmentation de la pénétration intracellulaire des aminosides grâce à la perméabilité 

accrue des bactéries induite par les β-lactamines ou la vancomycine.  Même si cet effet 

synergique est clairement établi pour beaucoup de microorganismes, un effet antagoniste a 

été découvert récemment entre les aminosides et les β-lactamines (Ida et al. 2002). Cet  

antagonisme est dû à l’induction par les β-lactamines de la production d’une enzyme de 

résistance aux aminoglycosides, l’AAC(6’)-APH(2’’). Il est particulièrement inquiétant car 

découvert dans des souches de SARM. 
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B) Structure chimique et classification 
 

Les aminoglycosides sont des molécules hydrophiles et polycationiques. Ils sont 

basiques, leur activité est donc optimale à pH alcalin et inhibée en milieu acide. Leur 

structure se décompose en un cycle central aminocyclitol relié à des sucres aminés par des 

ponts glycosidiques. Ce cycle central peut être la streptidine, l’actinamine ou la fortamine 

mais le plus souvent il s’agit de la 2-désoxystreptamine (DOS) (figure 2). Les composés 

contenant le cycle DOS sont séparés en sous-familles classées en fonction de la substitution 

de ce cycle. Celui-ci peut être monosubstitué en position 4 (néamine) ou 5 (hygromycine B) 

ou bisubstitué en position 4 et 5 (groupe 4,5-2-DOS) ou 4 et 6 (groupe 4,6-2-DOS). Le cycle 

I lié en position 4 du cycle DOS (cycle II) est numéroté par des chiffres prime, le cycle III lié 

en position 5 ou 6 est lui numéroté par des chiffres double prime. Un quatrième cycle (cycle 

IV) existe dans certains aminosides, il est relié au cycle III et numéroté par des triples prime 

(Vakulenko et Mobashery 2003). Les cycles I et II constituent la partie néamine, qui est elle-

même un antibiotique mais d’activité moindre (figure 3). Les aminosides actuellement 

commercialisés appartiennent essentiellement au groupe des 4,6-2-DOS qui se divise en 

deux sous-groupes : celui de la kanamycine, produit par des souches de type Streptomyces 

et le groupe de la gentamicine, produit par des souches de type Micromonospora (noté la 

différence d’orthographe de l’antibiotique en fonction de la souche) (Veber et al. 1999). Les 

aminoglycosides les plus récents sont semi-synthétiques, comme l’amikacine ou la 

nétilmicine qui possèdent une substitution en position 3 du cycle DOS (figure 3). 

 

 
 

 Figure 2: Les différents diaminocyclitols, cycles 
centraux  des aminoglycosides 
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Figure 3 : Exemples d’aminoglycosides contenant le cycle DOS (tracé en rouge) substitué 
en position 4 et 5 ou 4 et 6 utilisés en clinique. La partie néamine commune est colorée en 

jaune. 
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C) Mode d’action 
 

1) Assimilation intracellulaire 
 

Le mécanisme d’action des aminosides repose sur leur pénétration dans le cytoplasme 

des bactéries où se localise leur cible, le ribosome. L’entrée des aminoglycosides dans la 

cellule s’effectue en trois étapes (Taber et al. 1987). La première étape, énergie–

indépendante, repose sur les interactions électrostatiques entre les  aminosides (chargés 

positivement) et les phospholipides ou les lipopolysaccharides (chargés négativement) de la 

membrane des bactéries. Cette fixation induirait une rupture des ponts salins (Mg2+ et Ca2+) 

qui relient les lipopolysaccharides entre eux. La perméabilité de la membrane externe des 

bactéries est alors augmentée (Hancock 1984). Lors de l’étape suivante appelée phase I, les 

aminosides traversent la membrane plasmique par un mécanisme dépendant de l’énergie 

fournie par le potentiel transmembranaire. Ceci explique l’inactivité des aminosides sur les 

microorganismes ne possédant pas de système de transport d’électrons comme les 

bactéries anaérobies (Taber et al. 1987). Durant cette phase, seule une petite quantité 

d’antibiotiques traverse la membrane plasmique. Au sein de la bactérie, leur fixation sur le 

ribosome induit des erreurs de lecture de l’ARNm à traduire et conduit à la production de 

protéines aberrantes. Certaines de ces protéines sont incorporées dans la membrane 

plasmique et vont l’endommager en formant des pores. Les événements se suivent alors en 

cascade dans une phase appelée phase énergie-dépendante II. La membrane étant 

endommagée, une plus grande quantité d’antibiotiques pénètre dans la cellule, s’accumule 

dans le cytoplasme et sature les ribosomes. Leur activité est alors inhibée, la synthèse des 

protéines est bloquée ce qui conduit à la mort de la bactérie. L’activité des aminoglycosides 

est dose-dépendante, plus la concentration en antibiotique est importante plus la phase II est 

rapide et plus rapide est la mort de la bactérie (Vakulenko et Mobashery 2003). 

 

2) Interaction avec leur cible principale : le site A de l’ARN 16S 
 

Les aminoglycosides ont pour cible principale la sous-unité 30S du ribosome bactérien.  

Ils se fixent sur l’ARN ribosomique (ARNr) 16S, sur le site accepteur des ARNt aminoacylés 

appelé site A (figure 5). Deux structures cristallographiques de la sous-unité 30S de 

Thermus thermophilus ont été résolues en 2000 (Schluenzen et al. 2000; Wimberly et al. 

2000 ). Ces études ont apporté des informations précieuses sur le fonctionnement du 

processus de décodage. La fidélité de traduction reposerait sur deux étapes : une étape de 

reconnaissance initiale entre le codon de l’ARNm et l’anticodon de l’ARNt suivie d’une étape 

de « relecture-correction » (proofreading) (Hopfield 1974). Le site A est formé par l’hélice 44, 

la boucle 530 et l’hélice 34 de l’ARN ribosomique. La sélection de l’ARNt aminoacylé durant 



Chapitre I  Introduction 

 - 25 -   

la traduction se traduit par la formation d’une minihélice entre le codon de l’ARNm et la 

boucle anticodon de l’ARNt complémentaire. Quand un complexe ARNm-ARNt est formé, les 

bases A1492 et A1493 de l’hélice 44 modifient leur orientation et interagissent directement 

avec le petit sillon de l’hélice codon-anticodon. L’extrusion de ces deux adénines augmente 

donc l’affinité du ribosome pour le complexe ARNm-ARNt complémentaire et stabilise le 

complexe ribosome/ARNt/ARNm (Ogle et al. 2001). 

Les premières études structurales de complexes avec des aminoglycosides ont été 

réalisées avec un ARN tige-boucle de 27 nucléotides mimant l’hélice 44 du site A. La 

structure du complexe entre cet ARN et la paromomycine (groupe 4,6-2-DOS) a été résolue 

par RMN (Fourmy et al. 1996). Cette structure révèle que le cycle I (prime) se fixe dans la 

région formée par la paire A1408-A1493 et par l’adénine non appariée 1492. La majorité des 

contacts intermoléculaires impliquent le cycle DOS et le cycle prime. Les changements les 

plus importants induits par la fixation de l’antibiotique se situent au niveau des adénines 

1492 et 1493 qui se retournent vers le petit sillon (figure 4). Les complexes avec la 

néomycine et la ribostamycine ont également montré les mêmes contacts intermoléculaires 

que la paromomycine (Fourmy et al. 1996). En 2000, Carter et al ont résolu les structures 

cristallographiques de la sous-unité 30S complexée avec différents aminoglycosides (Carter 

et al. 2000). La structure du complexe avec la paromomycine confirme que celle-ci se fixe 

bien sur le site A dans le grand sillon de l’hélice 44 et montre une extrusion plus importante 

des deux adénines 1492 et 1493. Les structures des complexes entre la tobramycine et la 

kanamycine (groupe 4,5-2-DOS) et un ARN synthétique mimant le site  A ou un dimère de 

site A ont été résolues par cristallographie en 2002 et 2005 respectivement (Vicens et 

Westhof 2002; Francois et al. 2005 ). Ces structures révèlent que les interactions avec les 

aminoglycosides du groupe des 4,5-2-DOS sont similaires à celles observées avec les 

aminoglycosides du groupe des 4,6-2-DOS.  

La fixation des aminoglycosides contenant la désoxystreptamine provoque donc un 

changement de conformation similaire à celui provoqué par la reconnaissance du complexe 

ARNm-ARNt complémentaire. Ceci confirme les résultats biochimiques montrant que la 

liaison de ces aminosides défavorise la dissociation entre le site A et les ARNt et augmente 

l’affinité du site A pour les ARNt (Pape et al. 2000). La fixation des aminoglycosides 

augmente donc l’affinité du site A pour des complexes ARNt-ARNm non complémentaires. 

Le ribosome ne peut plus discriminer les complexes complémentaires des complexes non 

complémentaires, les erreurs de traduction se produisent alors.  

Les interactions des aminoglycosides avec le ribosome diffèrent selon la classe 

d’aminoside. Bien que le cycle central de la streptomycine soit la streptidine, son site de 

fixation sur le site A est très proche de celui des dérivés de la désoxystreptamine, mais elle 

interagit également avec la protéine S12. Elle provoque également des erreurs de lecture du 
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code génétique mais son mécanisme d’action est quelque peu différent. Pendant le 

processus de décodage, le ribosome peut adopter deux conformations différentes. La 

première, appelée ram pour "ribosome ambiguity conformation", lui confère une haute affinité 

pour les ARNt et diminue donc la fidélité de traduction. La deuxième conformation, plus 

stable, diminue l’affinité pour les ARNt. La fixation de la streptomycine stabiliserait la 

conformation ram, conduisant à des erreurs de traduction (Carter et al. 2000).  

La spectinomycine se fixe elle sur l’extrémité de l’hélice 34, proche de l’hélice 28 et d’une 

boucle de la protéine S5. Elle inhibe la translocation de l’ARNt peptidyl du site A au site P 

(site de fixation de l’ARNt peptidyl). Elle ne provoque pas d’erreurs de traduction et son effet 

est bactériostatique. 

 

 

 
Figure 4 :A gauche : structure du site A complexé à la kanamycine (code PDB 2ESI) résolue 

par cristallographie aux rayons X (Francois et al. 2005). La fixation de la kanamycine 
provoque l’extrusion des deux adénines 1492 et 1493. A droite : interactions principales 

entre la kanamycine et les nucléotides du site A. Les atomes de la kanamycine sont colorées 
en rouge pour les oxygènes, en bleu pour les azotes et en cyan pour les carbones. 

 

A1492 

A1493 
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Figure 5 : Localisation du site A au sein de la structure secondaire de l’ARN 16S de 
Escherichia coli. Source : rna.ucsc.edu/rnacenter/ribosome_images.html. 
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3) Autres cibles des aminoglycosides 
 

Les aminoglycosides sont également connus pour se fixer sur beaucoup d’autres ARN 

structurés comme  par exemple le site de dimérisation (DIS  pour Dimerisation Initiation Site) 

du VIH-1 (Ennifar et al. 2007), les motifs TAR (Transactivating responsive element) (Mei et 

al. 1998) et RRE (Rev responsive element) (Zapp et al. 1993) de l’ARN du VIH-1, l’IRES 

(Internal ribosome entry site) de HCV (Le et al. 1996). Les possibilités thérapeutiques des 

aminoglycosides et de leur dérivés sont donc importantes et dépassent le champ d’action de 

l’antibiothérapie. 

 

D) Effets secondaires 
 

D’importants phénomènes de toxicité liés à l’usage des aminoglycosides ont été 

identifiés au niveau du rein (nephrotoxicité) et de l’oreille interne (ototoxicité). Plus rarement, 

des phénomènes d’hypersensibilité et de blocage de l’activité neuromusculaire (effet curare-

like) dus à une compétition avec les ions calcium ont été observés. Ces phénomènes de 

toxicité limitent l’utilisation des aminoglycosides, en particulier les doses ne peuvent être 

augmentées pour lutter contre les bactéries présentant des mécanismes de résistance. 

 

1) Nephrotoxicité 
 

Les aminoglycosides, éliminés par filtration glomérulaire, se lient à la bordure en brosse 

des cellules tubulaires proximales. L'accumulation de ces antibiotiques dans les cellules 

tubulaires proximales du rein est responsable du développement d'une toxicité spécifique. 

Les lésions observées concernent essentiellement les cellules tubulaires proximales et 

peuvent aller jusqu'à la nécrose tubulaire. Néanmoins, la régénération cellulaire implique une 

évolution habituellement sans séquelles histologiques ou fonctionnelles. Des lésions 

glomérulaires et tubulaires distales sont possibles (Mingeot-Leclercq et Tulkens 1999). La 

liaison des aminoglycosides au site A des ribosomes cytoplasmiques (Lynch et Puglisi 2001) 

et des ribosomes des organelles (microsomes et mitochondries) (Ali 1995) a aussi été 

identifiée comme source de toxicité (figure 6). 

Son incidence, difficile à estimer, était de 10 % dans les années 1980 et a nettement 

diminué, du fait d'une meilleure connaissance de la pharmacodynamique de ces 

antibiotiques et des facteurs de risque associés. Bien que les études soient discordantes, il 

est probable que la gentamicine soit le plus néphrotoxique des aminosides usuels et 

l'amikacine le moins (Veber et al. 1999). 
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Figure 6 : Séquences des sites A cytoplasmiques et mitochondrial chez l’homme. Les 
nucléotides différents du site A de E. coli sont en rouge. La numérotation indiquée 

correspond à celle du site A d’E. coli. 
 

 
2) Ototoxicité 

 
L'accumulation des aminoglycosides dans les cellules ciliées de la cochlée est 

responsable du développement d'une toxicité spécifique. La plupart des lésions induites sont 

aspécifiques et sont le signe d'une dégénérescence (Begg et Barclay 1995). Les 

mécanismes sous-jacents sont encore mal connus mais pourraient englober une inhibition 

de la cascade des phosphoinositides (et donc de la régulation du métabolisme cellulaire) 

consécutive à la liaison de l'aminoglycoside au lieu de Ca2+ au phosphatidylinositol 

bisphosphate sur la face interne de la membrane plasmique (Forge et Schacht 2000). 

La toxicité se manifeste au niveau vestibulaire par des nausées, des vertiges, du 

nystagmus ou parfois des céphalées. Elle se rencontre surtout avec la streptomycine. Au 

niveau cochléaire, le développement de la toxicité provoque des bourdonnements d'oreille et 

des pertes auditives commençant d'abord par les hautes fréquences et évoluant ensuite vers 

les fréquences conventionnelles, entraînant une surdité qui peut être complète (Bates 2003). 

Contrairement à la toxicité rénale, la toxicité auditive est irréversible (car elle touche un tissu 

nerveux) et cumulative si l'on administre plusieurs traitements au même patient. 

Son incidence varie selon les molécules de 3 à 14 % pour l'atteinte cochléaire et de 1 à 

14 % pour l'atteinte vestibulaire (Veber et al. 1999). 
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IV. La résistance aux aminoglycosides 
 

A) Les différents mécanismes de résistance aux aminoglycosides 
 

Trois principaux mécanismes de résistance aux  aminoglycosides sont employés par les 

bactéries : la diminution de la concentration intracellulaire de l’antibiotique, la modification de 

leur cible et l’inactivation de l’antibiotique par modification enzymatique. Plus récemment, il a 

été découvert que la formation de biofilms par les bactéries pouvait induire une résistance 

aux aminoglycosides. Le mécanisme le plus fréquemment rencontré et conférant une 

résistance de haut niveau est la résistance associée à une enzyme de modification de 

l’antibiotique. 

 

1) Réduction de la concentration intracellulaire 
 

La diminution de la pénétration des aminoglycosides et l’activation de mécanismes 

d’efflux sont les deux processus réduisant la concentration intracellulaire des 

aminoglycosides responsables de la résistance intrinsèque ou acquise de certaines souches 

à ces antibiotiques (Magnet et Blanchard 2005).  

 
a) Diminution de la pénétration 

La modification des éléments impliqués dans l’étape initiale de l’assimilation des 

aminoglycosides confère une résistance à ces antibiotiques particulièrement chez 

Pseudomonas aeruginosa (Bryan et al. 1984). Dans des souches cliniques de cette bactérie 

résistantes à la gentamicine, les lipopolysaccharides présentent une diminution de leur 

charge négative. Cette modification de la charge diminue les interactions électrostatiques et 

donc l’affinité entre la gentamicine et ces lipopolysaccharides (Kadurugamuwa et al. 1993). 

D’autre part, les alginates, produits par les souches de Pseudomonas aeruginosa, diminuent 

la pénétration intracellulaire des aminoglycosides. Ces alginates, connus pour inhiber la 

phagocytose, forment des gels polyanioniques qui agiraient comme une « trappe » physique 

et ionique empêchant la pénétration des aminoglycosides (Hatch et Schiller 1998). 

 
b) Mécanisme d’efflux 

Les mécanismes d’efflux sont une des causes majeures de résistance aux antibiotiques. 

Certaines souches bactériennes exprimant ces transporteurs sont intrinsèquement 

résistantes à de faibles concentrations d’antibiotiques. Cet efflux actif de l’antibiotique 

s’effectue par des protéines transmembranaires situées dans la membrane cytoplasmique 

ou dans la membrane externe des bactéries gram-négatives (Walsh 2003). Pendant 
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longtemps, ces mécanismes d’efflux se sont limités aux molécules hydrophobes ou 

amphiphiles, les aminoglycosides n’étaient donc pas touchés par ce mode de résistance. 

Cependant, il a été montré ces dernières années que les aminosides pouvaient être des 

substrats pour certaines pompes à efflux, y compris des pompes appartenant aux cinq 

superfamilles de transporteurs. Par exemple, les protéines MexY de P.aeruginosa, AmrB de 

B. pseudomallei, AcrD d’E. coli ou encore AdeABC de A. baumannii appartenant à la 

superfamille des RND (Resistance nodulation cell division) seraient impliquées dans la 

résistance intrinsèque de ces espèces aux aminoglycosides (Putman et al. 2000). 

 

2) Modification de la cible 
 

a) Méthylation de l’ARN16S 

Pour résister à leur propre sécrétion d’antibiotiques, beaucoup d’organismes 

producteurs d’aminoglycosides expriment des enzymes capables de modifier l’ARN 16S sur 

des bases impliquées dans la fixation de l’aminoside (Cundliffe 1989). Certaines de ces 

enzymes, regroupées dans la famille des méthyltransférases Agr (pour Aminoglycoside 

resistance), ont été identifiées. Les enzymes KamA et KamB de Streptomyces tenjimariensis 

et Streptomyces tenebrarius catalysent la modification de  la position N1 de l’adénine 1408 

et confèrent un haut niveau de résistance à la kanamycine, la tobramycine, la sisomycine et 

l’apramycine mais pas à la gentamicine (Skeggs et al. 1985). 

Ce mode de résistance confère également une résistance de haut niveau chez les 

entérobactéries. La présence d’un nouveau gène appelé armA (aminoside resistance 

methylase) sur un plasmide auto-transférable chez une souche clinique de Klebsiella 

pneumoniae lui confère la résistance à de nombreux antibiotiques et aux aminoglycosides 

4,6-2-DOS. La séquence déduite ArmA présente de 37 à 47% de similitude avec les 

méthylases de l'ARNr 16S des souches productrices d’aminosides. Ce gène armA est 

flanqué de séquences d'insertion et est lié au gène blaCTX-M3 qui confère la résistance aux 

céphalosporines par synthèse d'une β-lactamase à spectre élargi. Il est largement disséminé 

et a été retrouvé chez différentes espèces d’entérobactéries isolées dans plusieurs pays 

européens (Galimand et al. 2003). 
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b) Mutations du ribosome 

La résistance aux aminoglycosides par mutation du ribosome n’a de signification 

clinique que pour la résistance de Mycobacterium tuberculosis à la streptomycine. M. 

tuberculosis est la seule eubactérie qui ne contient qu’une seule copie de l’opéron codant 

pour les ARN ribosomiques. Une mutation unique peut alors conduire à la production d’une 

population de ribosomes mutants, ce qui peut induire une résistance malgré la nature 

récessive de la mutation impliquée (Magnet et Blanchard 2005). Ces mutations se situent au 

niveau du site de fixation de la streptomycine et impliquent une diminution de l’affinité de 

l’antibiotique pour sa cible (Powers et Noller 1991). 

 

3) Formation de biofilms 
 

Les biofilms sont des agrégats de cellules bactériennes qui peuvent adhérer aux 

surfaces (sondes, cathéters) y compris les surfaces biologiques comme les tissus humains. 

Ces biofilms permettent à la bactérie de résister aux antibiotiques et contribuent à la 

persistance des bactéries lors d’une infection chronique (Mah et al. 2003). Les bactéries 

formant des biofilms sécretent une matrice extra-cellulaire adhésive et protectrice empêchant 

la pénétration des antibiotiques. Il a été montré que les aminoglycosides, à faible 

concentration, pouvaient induire la formation de biofilms chez Pseudomonas aeruginosa et 

Escherichia coli. Le gène responsable de cette résistance par biofilm a été identifié chez P. 

aeruginosa  et appelé arr  pour « aminoglycoside response regulator ». Il coderait pour une 

phosphodiesterase de la membrane interne. Le substrat de cette enzyme est une di-

guanosine monophosphate cyclique (c-di-GMP) connue pour réguler l’adhésion des cellules 

sur une surface. L’enzyme fixe les c-di-GMP, leur quantité dans la cellule diminue et des 

biofilms peuvent alors se former (Hoffman et al. 2005). 

 

4) Modification de l’antibiotique par voie enzymatique 
 

Le mécanisme le plus fréquemment rencontré de résistance aux aminoglycosides est la 

modification de ceux-ci par voie enzymatique. Cette modification structurale consiste en 

l’ajout d’un groupement sur les positions aminées ou hydroxylées des aminoglycosides ce 

qui empêche leur fixation sur le site A. Ce groupement peut être un groupement nucléotidyl 

pour les aminoglycosides O-nucléotidyltransférases (ANT), un groupement phosphoryl pour 

les aminoglycosides O-phosphotransférases (APH) ou enfin un groupement acétyl pour les 

aminoglycosides N-acétyltransférases (AAC) (figure 7). Les différentes positions modifiées 

sont représentées sur la figure 8 et indiquées entre parenthèses dans la nomenclature des 
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enzymes. Chaque type d’enzymes est divisé en sous-classes (indiquées par un chiffre 

romain) représentant un phénotype de résistance particulier. Enfin, une lettre minuscule 

identifie chaque enzyme correspondant à un gène spécifique. L’enzyme que nous avons 

étudiée, l’AAC(6’)-Ib, est donc une aminoglycoside N-acétyl transférase catalysant 

l’acétylation de la position 6’, c’est une enzyme particulière "b" du groupe de phénotype "I". 
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Figure 7 : Réactions d’acétylation, d’adénylation et de phosphorylation de la kanamycine 

catalysées par les  AAC, les ANT et les APH respectivement 
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Figure 8 : Exemples de sites de modification des aminoglycosides par les enzymes AAC, 

APH et ANT pour la kanamycine. 

 

 
a) Les nucléotidyltransférases (ANT) 

Les nucléotidyltransférases représentent la plus petite classe d’enzymes de résistance 

aux aminoglycosides avec seulement une dizaine d’enzymes identifiées. Elles ont cependant 

un impact clinique important.  Ces enzymes sont groupées en cinq classes : ANT(2’’), 

ANT(3’’), ANT(4’), ANT(6) et ANT(9). Elles catalysent le transfert d’un groupement 

adénosine monophosphate (AMP) de l’adénosine triphosphate (ATP) sur un groupement 

hydroxyle de l’aminoglycoside en position 2’’, 3’’, 4’, 6 ou 9 (figure 8). Chacune de ces 

enzymes est spécifique d’un ou plusieurs aminoglycosides (tableau 3) (Vakulenko et 

Mobashery 2003). Les gènes codants pour ces enzymes sont souvent présents dans des 

éléments mobiles comme les  transposons (Magnet et Blanchard 2005).  

 

Nucleotidytransférase Substrat(s) 

 
ANT(2’’)-I 
 
ANT(3’)-I 
ANT(4’)-Ia 
 
ANT(4’)-IIa 
ANT(6’)-I 
ANT(9)-I 
 

Tobramycine, gentamicine, dibékacine, sisomicine, 
kanamycine 
Streptomycine, spectinomycine 
Tobramycine, amikacine, dibékacine, kanamycine, 
isepamicine 
Tobramycine, amikacine, kanamycine, isépamicine 
Streptomycine 
Spectinomycine 

 
Tableau 3 : Profils de substrats des nucléotidyltransférases 
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Deux structures d’aminoglycosides nucléotidyltransférases ont été résolues par 

cristallographie aux rayons X. Il s’agit de l’ANT(4’) de S. Aureus (1KNY), première structure 

d’enzyme de modification des aminoglycosides résolue (Pedersen et al. 1995), et de 

l’ANT(6) de Bacillus subtilis (2PBE – non publié) résolue plus récemment (figure 9). 

L’ANT(4’), cristallisée en présence de ces deux substrats (kanamycine et ATP), est active 

sous forme dimèrique, le site actif se situant à l’interface des deux monomères. Chaque 

monomère interagit avec les substrats et les stabilise. La structure de ce complexe indique 

un mécanisme indépendant, avec une attaque nucléophile directe du groupement hydroxyle 

sur le phosphate de l’ATP.  Aucune structure de complexe entre l’ANT(6) et ses substrats n’a 

été résolue à ce jour. 

  

Figure 9 : Structures cristallographiques d’ANT. A gauche : structure de l’ANT(4’) (1KNY) 
complexée avec la kanamycine et l’ATP, les monomères sont colorés en rouge et jaune, la 

kanamycine et l’ATP sont colorés par type d’atome avec les carbones en vert pour la 
kanamycine et en cyan pour l’ATP. A droite structure de l’ANT(6) (2PBE) 

 

b) Les phosphotransférases (APH) 

Les aminoglycosides phosphotransférases catalysent le transfert d’un groupement 

phosphoryl de l’ATP sur une des positions hydroxylées des aminoglycosides (figure 8).  Elles 

ont une importance clinique particulièrement chez les Entérocoques et les Staphylocoques. 

Sept classes de phosphotransférases ont été isolées, l’APH(3’), APH(2’’), APH(3’’), APH(4), 

APH(7’’), APH(6) et APH(9), la plus importante étant la classe des APH(3’). Les profils de 

substrats des APH sont résumés dans le tableau 4. Sept différents types d’APH(3’) ont été 

identifiés et deux structures ont été résolues par cristallographie, l’APH(3’)-IIIa (Fong et 

Berghuis 2002) et l’APH(3’)-IIa (Nurizzo et al. 2003) (figure 10). Ces études structurales ont 

montré que ces enzymes avaient un domaine structural commun avec les sérine/thréonine et 

tyrosine kinases. Le résidu Asp190 appartenant à la boucle du site de fixation de l’ATP a été 
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identifié comme étant le résidu catalytique responsable de la perte préliminaire du proton 

hydroxyl des aminoglycosides. 

  

Figure 10 : Structures d’APH résolues par cristallographie. A gauche l’APH(3’)-IIIa 
complexée avec la kanamycine (1ND4) colorée par monomères. A droite l’APH(3’)-IIa 

complexée avec l’ADP et la kanamycine (1L8T). La kanamycine est colorée par type d’atome 
avec les carbones verts dans les deux structures , l’ADP est coloré par type d’atome avec 

les carbones en cyan. 

 
 

Phosphotransférase Substrat(s) 

 APH(3’) 
     I 
      
     II 
     III 
     
     IV 
     V 
     VI 
      
     VII 
 
 APH(2’’) 
  Ia (bifonctionnelle) 
  Ib, Id 
  Ic 
 APH(3’’)-Ia, -Ib 
 APH(7’’)-Ia 
 APH(4)-Ia, -Ib 
 APH(6)-Ia, -Ib, -Ic, -
Id 
 APH(9)-Ia, -Ib 
 

 
Kanamycine, néomycine, lividomycine, paromomycine, 
ribostamycine 
Kanamycine, néomycine, butirosine, paromomycine,ribostamycine 
Kanamycine, néomycine, lividomycine, paromomycine, 
ribostamycine, butirosine, amikacine, isépamicine 
Kanamycine, néomycine, butirosine, paromomycine, ribostamycine 
Néomycine, paromomycine, ribostamycine 
Kanamycine, néomycine, paromomycine, ribostamycine, butirosine, 
amikacine, isépamicine 
Kanamycine, néomycine 
 
 
Kanamycine, gentamicine, tobramycine, sisomicine, dibékacine 
Kanamycine, gentamicine, tobramycine, nétilmicine, dibékacine 
Kanamycine, gentamicine, tobramycine 
Streptomycine 
Hygromycine 
Hygromycine 
Streptomycine 
 
Spectinomycine 

 
Tableau 4 : Profils de substrats des phosphotransférases 
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c) Les acétyltransférases (AAC) 

Les acétyltransférases représentent la plus grande classe d’enzymes de modification 

des aminoglycosides. Elles catalysent le transfert d’un groupement acétyl de l’acétyl 

coenzyme A (acétyl CoA) sur les positions aminées des aminoglycosides (figure 8). Il existe 

4 classes d’acétyltransférases, les AAC(1), AAC(3), AAC(2’) et AAC(6’). Cette dernière sous-

classe, la plus grande avec 26 gènes différents isolés à ce jour, est le mode de résistance le 

plus fréquemment rencontré parmi les AAC. Elle fera l’objet du chapitre V. Les profils de 

substrats des différentes aminoglycosides acétyltransférases sont résumés dans le tableau 

5. 

Deux AAC(1) ont été identifiées chez des souches d’E. coli (Lovering et al. 1987) et 

d’Actinomycète (Sunada et al. 1999) mais leur importance clinique est très faible. En effet, 

l’AAC(1) d’E. coli n’acétyle pas les aminoglycosides utilisés classiquement en clinique et 

l’AAC(1) d’Actinomycète, qui a un profil de substrats plus large, n’est pas retrouvée chez les 

bactéries pathogènes pour l’homme.  

 

 

Acétyltransférase Substrat(s) 

 AAC(6’) 
  I 
      
  II   
  
AAC(3) 
  Ia, Ib 
  IIa, IIb, IIc,  
  IIIa, IIIb, IIIc 
 
  IV 
 
  VI 
  VII 
  
AAC(1) 
 
AAC(2’)-Ia 
  

 
Tobramycine, amikacine, nétilmicine, dibékacine, sisomicine, 
kanamycine, isépamicine 
Tobramycine, gentamicine, nétilmicine, dibékacine, sisomicine, 
kanamycine 
 
Gentamicine, sisomicine, fortimicine 
Tobramycine, gentamicine, nétilmicine, dibékacine, sisomicine 
Tobramycine, gentamicine, dibékacine, sisomicine, kanamycine, 
néomycine, paromomycine, lividomycine 
Tobramycine, gentamicine, nétilmicine, dibékacine, sisomicine, 
apramycine 
Gentamicine, 6’-N-éthylnétilmicine 
Gentamicine 

 
Paromomycine, lividomycine, ribostamycine, apramycine 
 
Tobramycine, gentamicine, nétilmicine, dibékacine, néomycine 

 
Tableau 5 : Profils de substrats des acétyltransférases 
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Les AAC(3) sont une classe importante d’aminoglycosides acétyltransférases. La structure 

de l’AAC(3)-Ia de S. marcescens fut la première structure d’aminoglycoside 

acétyltransférases résolue (Wolf et al. 1998) (figure 13). Le repliement de cette enzyme est 

typique de la super-famille des GCN5-related N-acetyltransferase (GNAT). Les membres de 

cette famille ont en commun de catalyser le transfert d’un groupement acétyl de 

l’acétylcoenzyme A sur une amine portée par une grande variété de substrats. La super-

famille des GNAT comporte plus de 150 protéines dont les histones acétyltransférases de 

levure (HAT) et humaine (PCAF), les GCN5 histones acétyltransférases de levure et de 

Tetrahymena thermophila, les sérotonines acétyltransférases (AANAT arylalkylamine N-

acétyltransférase), les Esa1 histones acétyltransférases de levure, les glucosamine-

phosphate N-acétyltransférases (Gna1) et les aminoglycosides acétyltransférases (Dyda et 

al. 2000; Vetting et al. 2005). Les membres de cette super-famille comprennent quatre motifs 

de séquence conservés (Motifs A, B, C et D) (figure 12). Le motif A, le plus conservé, est 

impliqué dans la reconnaissance de l’acétyl CoA (figure 13). Ce motif contient le feuillet β4 

jouant un rôle crucial dans la fixation de l’acétyl-CoA et contenant des résidus important pour 

l’activité catalytique de l’enzyme. Le repliement commun de cette famille est formé d’un 

feuillet central de 5 à 7 brins β antiparallèles encadré d’un côté par 2 à 3 hélices α, de l’autre 

par 1 à 2 hélices α (Dyda et al. 2000) (figure 11).  

 

 

 

 

 

Figure 11 : Topologie du cœur de repliement commun des GNAT. Le feuillet β en C-terminal 
coloré en bleu foncé peut provenir du même monomère ou d’un autre.  
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Figure  12 : Alignement de séquence d’enzymes de la super-famille des GNAT sur la 
structure de l’AAC(3)-Ia réalisé avec VAST. Les motifs de séquence conservés A, B, C, et D 
dans la super-famille des GNAT sont encadrés respectivement en vert, violet, bleu et jaune. 
Les résidus homologues conservés ou partiellement conservés sont indiqués en rouge. Les 
résidus parfaitement conservés sont indiqués en blanc sur fond rouge. Les acides aminés 
106 et 107 déterminant le phénotype de résistance à l’amikacine des AAC(6’) sont repérés 
par des triangles bleus. 1yk3 : enzyme de modification des aminoglycosides hypothétique 

(Mycobacterium tuberculosis), yGCN5 : GCN5 histone acétyltransférase de levure, yGNA1 : 
glucosamine-phosphate N-acétyltransférase de levure 

 

 

Il existe cinq classes d’AAC(2’), toutes sont codées par des gènes chromosomiques et 

sont spécifiques d’une espèce bactérienne. La première à avoir été étudiée est l’AAC(2’)-Ia 

de Providencia stuartii (Rather et al. 1993). Des mutations au niveau du gène aac(2’)-Ia 

codant pour cette protéine confèrent une diminution du niveau d’acétylation du 

peptidoglycane et une altération de la morphologie cellulaire. Ceci suggère que l’acétylation 
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du peptidoglycane peut être une fonction physiologique de cette enzyme (Payie et Clarke 

1997). Ceci est confirmé par les analyses biochimiques qui montrent que l’activité 

enzymatique in vitro (Vmax/Km) sur les aminoglycosides n’est pas corrélée avec les valeurs 

de CMI (concentration minimum inhibitrice) (Franklin et Clarke 2001).   

Toutes les autres AAC(2’) ont été isolées dans des souches de mycobactéries. La 

structure de l’AAC(2’)-Ic de Mycobacterium tuberculosis a été résolue par cristallographie 

aux rayons X (figure 13) (Vetting et al. 2002). Le profil de substrat de cette enzyme est large, 

incluant la kanamycine A et l’amikacine qui possèdent un groupement hydroxyle en 2’. Cette 

enzyme est donc capable de catalyser les O-acétylations contrairement aux autres 

acétyltransférases (Hegde et al. 2001). Bien que l’identité de séquence de cette enzyme 

avec les autres AAC soit faible, son repliement, commun avec l’AAC(3), confirme son 

appartenance à la superfamille des GNAT. 

  

 

 
Figure 13 : En haut :  structures cristallographiques de l’AAC(3)-Ia (1BO4) à gauche et de 
l’AAC(2’)-Ic (1M4I) à droite, colorées par monomère. Le coenzyme A est coloré en fonction 

du type d’atome (carbones cyans). Dans l’AAC(3)-Ia une molécule de spermidine est 
présente dans la structure. Dans l’AAC(2’)-Ic la kanamycine est colorée en fonction du type 

d’atome (carbones verts) et une molécule 3’-phosphate adénosine 5’-diphosphate est 
présente dans la structure (colorée en gris). En dessous : représentation des motifs de 

séquence des GNAT sur la structure du monomère de l’AAC(3)-Ia. Les motifs C, D, A, B (N-
ter au C-ter) sont colorés respectivement en bleu, jaune, vert et violet.  
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d) Les enzymes bifonctionnelles 

Les enzymes bifonctionnelles sont en général rares chez les bactéries. Quatre d’entre 

elles ont été découvertes jusqu'à aujourd’hui : l’AAC(6’)-Ie/APH(2’’)-Ia, l’ANT(3’’)-Ii/AAC(6’)-

IId, l’AAC(3)-Ib/AAC(6’)-Ib’, et l’AAC(6’)-30/AAC(6’)-Ib’. Seules l’AAC(3)-Ib/AAC(6’)-Ib’ et 

l’ANT(3’’)-Ii/AAC(6’)-IId ont été étudiées du point de vue de la cinétique enzymatique. 

Le gène aac(6’)-Ie-aph(2’’)-Ia, généralement présent sur des transposons, code pour 

l’enzyme bifonctionnelle AAC(6’)-Ie/APH(2’’)-Ia. Chaque domaine enzymatique agit 

indépendamment et cette enzyme confère une résistance à large spectre et de haut niveau 

aux aminoglycosides chez les Entérocoques et les Staphylocoques. Elle est monomérique 

en solution et peut acétyler tous les aminoglycosides (excepté la streptomycine) y compris 

ceux possédant un groupement hydroxyl en 6’ (Daigle et al. 1999). Cette capacité  d’O-

acétylation est rendue possible par la présence de l’aspartate 99 qui permet la déprotonation 

du groupement hydroxyl (Boehr et al. 2003).  

Le gène aac(6’)-30/aac(6’)-Ib’ a été isolé chez Pseudomonas aeruginosa. La séquence 

de l’AAC(6’)-Ib’ initialement décrite correspond à celle de l’AAC(6’)-Ib avec la mutation 

caractéristique leucine 107 en serine (figure 12) qui confère le phénotype de résistance des 

AAC(6’)-II c’est à dire la résistance à la gentamicine mais pas à la l’amikacine (Rather et al. 

1992 ; Lambert et al. 1994). Ici la séquence porte en plus une mutation D188V  (Mendes et 

al. 2004). 

L’enzyme bifonctionnelle AAC(3)-Ib/AAC(6’)-Ib’ a été isolée chez Pseudomonas 

aeruginosa (Dubois et al. 2002).  La séquence de l’AAC(6’)-Ib’ présente la substitution 

leucine 107 en sérine et diffère des AAC(6’)-Ib préalablement décrites de trois acides 

aminés. Le domaine AAC(3)-Ib est hautement spécifique de la fortimicine A et de la 

gentamicine alors que le domaine AAC(6’)-Ib’ présente une spécificité de substrat plus large. 

Malgré la subsitution L107S de la partie AAC(6’)-Ib’, celle-ci peut acétyler l’amikacine et la 

gentamicine. Son mécanisme enzymatique a été étudié. Chacun de ces domaines suit un 

mécanisme ordonné avec la fixation de l’acétyl coenzyme A précédant celle de 

l’aminoglycoside. Après le transfert du groupement acétyl, l’aminoglycoside acétylé est libéré 

avant le coenzyme A. Les valeurs de kcat/Km pour la partie AAC(6’) sont assez élevées (de 

l’ordre de 106 M-1 s-1) comparativement à d’autres AAC, indiquant une efficacité enzymatique 

in vitro importante (Kim et al. 2007). 

Récemment, le gène codant pour l’enzyme bifonctionnelle ANT(3’’)-Ii/AAC(6’)-IId a été 

isolé chez Serratia marcescens (Centron et Roy 2002). Le domaine ANT est spécifique de la 

spectinomycine et de la streptomycine alors que le domaine AAC présente une spécificité de 

substrat plus large. La partie aac(6’)-IId de ce gène ne diffère que d’une paire de base du 
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gène aac(6’)-Ib. L’enzyme résultante présente la substitution leucine 107 en serine qui abolit 

la résistance à l’amikacine (Rather et al. 1992; Lambert et al. 1994 ). Son mécanisme est 

également ordonné pour les deux domaines mais pour la partie AAC, c’est l’antibiotique qui 

se fixe avant l’acétyl CoA et le CoA est libéré avant l’aminoglycoside acétylé (Kim et al. 

2006). 

 

e) Origines possibles des gènes de résistance enzymatique 

La corrélation entre l’efficacité enzymatique in vitro (valeur de Vmax/Km) et les valeurs 

de CMI in vivo peut être utilisée pour montrer l’existence ou non d’une autre activité 

physiologique de l’enzyme. Il a été montré que cette corrélation existait pour les souches 

portant les gènes des enzymes de résistance sur des éléments mobiles (plasmides, 

transposons, intégrons) alors qu’elle n’existait pas pour les souches portant ces gènes sur 

des chromosomes. Ceci suggère que les enzymes codées par des éléments génétiques 

mobiles ont évolué pour améliorer leur efficacité de modification des aminoglycosides et ont 

été disséminées dans ce but. Les enzymes codées par des gènes chromosomiques auraient 

d’autres fonctions physiologiques dans la bactérie (Williams et Northrop 1978). D’autre part, 

de nombreuses propositions ont été faites pour expliquer l’origine possible des gènes de 

résistance aux aminoglycosides. Le problème reste complexe, le nombre de gènes étant très 

important. Plusieurs origines existent y compris pour une même classe d’enzyme (Rather 

1998).  

En 1973, plusieurs études ont suggéré que les gènes de résistance aux 

aminoglycosides pouvaient provenir des organismes producteurs d’aminoglycosides 

(Benveniste et Davies 1973 ; Walker et Skorvaga 1973). Ces gènes de résistance ont 

probablement évolué en parallèle avec les gènes de biosynthèse des aminoglycosides pour 

conférer à la bactérie une protection contre ces composés toxiques (Cundliffe 1989). Les 

organismes producteurs d’aminoglycosides sont également responsables d’une source 

inattendue de résistance. Il a été montré que des préparations d’aminoglycosides pouvaient 

contenir de l’ADN incluant le gène de résistance intrinsèque de la bactérie productrice. Les 

antibiotiques eux-mêmes sont donc une source potentielle d’acquisition de la résistance par 

les isolats cliniques (Webb et Davies 1993). 

Une autre étude propose que les gènes de résistance aux aminoglycosides 

proviendraient de gènes impliqués dans le métabolisme cellulaire (Piepersberg W 1988).   

Les enzymes de modification dériveraient d’enzymes impliquées dans le métabolisme 

intermédiaire des composés à faible poids moléculaire.  De plus, ces gènes pourraient 

également dériver d’enzymes impliquées dans des fonctions du métabolisme primaire 
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comme la synthèse macromoléculaire, la régulation du transport  ou la morphogenèse. Les 

phosphotransférases présentent des résidus communs hautement conservés (Brenner 1987) 

et des similarités structurales (Fong et Berghuis 2002) avec les sérine/thréonine et les 

tyrosine kinases eucaryotes indiquant une évolution commune. Les phosphotransférases 

sont aussi impliquées dans la biosynthèse d’aminoglycosides comme la streptomycine et 

peuvent avoir évolué à partir de cette biosynthèse (Rather 1998).  

Pour les nucléotidyltransférases, la structure de l’ANT(4’)-I a montré que cette enzyme 

appartenait à une famille de nucléotidyltransférases reliées à l’ADN polymérase β (Holm et 

Sander 1995). Malgré une faible homologie de séquence, l’analyse structurale indique une 

similitude dans la structure tridimensionelle.  De plus, ces deux enzymes catalysent la même 

réaction, c’est-à-dire l’addition de nucléosides triphosphates sur des groupements 

hydroxyles. 

Pour les acétyltransférases, il existe des similarités avec les protéines Rim impliquées 

dans l’acétylation de protéines ribosomiques (Piepersberg W 1988). Cette similarité est 

particulièrement importante pour les extrémités C-terminales de l’AAC(3)-Ia et l’AAC(6’)-Ia et 

la protéine RimI. D’autres études suggèrent que l’AAC(3)-III intrinsèque de Mycobacterium 

fortuitium joue un rôle dans la synthèse des intermédiaires du cycle de Krebs (Udou et al. 

1989). Cette enzyme peut convertir un oxaloacétate en citrate par une réaction de 

condensation avec l’acétyl CoA. De plus, l’addition de tobramycine peut inhiber cette 

réaction. Pourtant la similarité structurale entre les substrats (protéines ribosomiques et 

oxaloacetate avec les aminoglycosides) est très limitée.  

Une autre possiblité est que ces enzymes de modification des aminoglycosides dérivent 

d’enzymes qui modifieraient des substrats semblables aux aminoglycosides comme les N-

acétylglucosamines ou l’acide N-acétylmuramique. Ces deux molécules sont des sucres 

aminés contenant des groupements acétyls. Le peptidoglycane ou les lipopolysaccharides 

(LPS) contiennent des polymères de ces sucres aminés.  Les acétyltransférases joueraient 

alors un rôle intrinsèque dans le métabolisme du peptidoglycane ou des LPS  (Rather et al. 

1993 ; Payie et Clarke 1997). 

 

B) Epidémiologie de la résistance 
 

La résistance des isolats cliniques aux aminoglycosides varie selon l’aminoglycoside 

utilisé, le microorganisme, le mécanisme de résistance impliqué, ou encore la zone 

géographique. Cette résistance est le plus souvent due à une enzyme de modification sauf 

pour deux espèces bactériennes. En effet, une forte proportion d’isolats cliniques de 

Pseudomonas aeruginosa présente une résistance aux aminoglycosides provoquée par une 
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diminution de la pénétration de l’antibiotique dans la cellule. Pour Mycobacterium 

tuberculosis, le mécanisme principal de résistance aux aminoglycosides est la mutation de 

l’ARN ribosomique.  

La prévalence de chaque enzyme de modification est fortement corrélée à l’utilisation 

faite de l’antibiotique correspondant. Par exemple, aux Etats-Unis où la gentamicine est 

l’aminoside le plus utilisé (80%), le gène codant pour l’ANT(2’’)-Ia (conférant la résistance à 

la gentamicine mais pas à l’amikacine) est présent dans 81% des entérobactéries 

résistantes aux aminoglycosides. Au contraire, au Japon où l’amikacine est bien plus utilisée 

que la gentamicine, ce gène est présent dans moins de 50% des isolats cliniques (Miller et 

al. 1997). De la même manière dans les pays d’Europe qui utilisent plus fréquemment 

l’amikacine comme la Belgique, la France ou la Grèce, les AAC(6’)-I ont une incidence très 

élevée, ces enzymes conférant une résistance de haut niveau à l’amikacine. En revanche en 

Allemagne, où la gentamicine représente 80% des prescriptions d’aminosides, le mécanisme 

principal de résistance est due aux ANT(2’’)-I puis aux AAC(3)-IV, ces enzymes conférant la 

résistance à la gentamicine.  

Les gènes codant pour les enzymes de modifications sont le plus souvent présents sur 

des plasmides ou des transposons entre des gènes codant pour la résistance à d’autres 

classes d’antibiotiques. La consommation des autres antibiotiques non aminoglycosidiques 

peut alors influencer significativement l’épidémiologie de la résistance aux aminoglycosides 

(Vakulenko et Mobashery 2003). 

 

C) Stratégies de contournement de la résistance aux aminoglycosides 
 

1) Nouveaux aminoglycosides 
 

La conception de nouveaux aminoglycosides conçus pour échapper à la résistance a 

déjà été couronnée de succès. Le principe repose sur une modification chimique d’un 

aminoglycoside déjà existant permettant de conserver son activité antibiotique mais de 

diminuer son affinité pour les enzymes de résistance. La dibékacine (3’,4’-

didéoxykanamycineB) est le premier aminoglycoside conçu rationnellement pour échapper 

aux enzymes de résistance (figure 14). La perte des groupements hydroxyls en 3’ et 4’ 

empêche sa modification par les APH(3’) et les ANT(4’)-Ia. La dibékacine reste cependant 

inactivée par les ANT(2’’) (Schmidt et al. 1988) et par une nouvelle ANT(4’)(4’’) isolée chez 

Enterococcus faecium (Carlier et Courvalin 1990). La tobramycine est également conçue sur 

le même principe, elle n’est pas modifiée par les APH(3’). D’autre modifications 

d’aminoglycosides ont été effectuées comme l’addition d’un groupement 4-amino-2-

hydroxybutyrique (AHB) sur l’amine en position 1 du cycle central (figure 14). L’ajout de ce 
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groupement sur la kanamycine conduit à l’amikacine. L’arbekacine, active sur les souches 

de SARM, s’obtient également en ajoutant un groupement AHB sur la dibékacine (Kondo et 

al. 1973; Inoue et al. 1994 ). La présence de cette longue chaîne AHB sur les 

aminoglycosides empêche donc leur fixation sur certaines enzymes de résistance par 

encombrement stérique ce qui augmente leur efficacité contre les bactéries productrices de 

ces enzymes (Kondo et Hotta 1999). Cependant, ces modifications n’empêchent pas la 

fixation sur toutes les enzymes de modifications existantes et de nouvelles enzymes 

capables de modifier ces nouveaux aminoglycosides apparaissent. Ainsi, l’arbekacine reste 

modifiée par l’enzyme bifonctionnelle AAC(6’)-Ii-APH(2’’)-Ia et par une nouvelle enzyme 

modifiant la position 4’’’ (Fujimura et al. 2000). L’amikacine, bien que beaucoup moins 

modifiée par les enzymes que son précurseur la kanamycine, reste acétylable par les 

AAC(6’) du groupe I (Kondo et Hotta 1999) (figure 14). 

 

 

 

Figure 14 : Structures de la dibékacine et de l’arbékacine, conçues pour échappper aux 
mécanismes de résistance enzymatique. 

 

Des dérivés de néamine ont également montré une activité antibiotique importante y 

compris sur des souches exprimant des enzymes de résistance (l’APH(3’)-I et 

l’AAC(6’)/APH(2’’)). Ces molécules ont été construites par criblage virtuel d’une banque de 

molécules (273 000 composés). Les meilleures structures de molécules sont alors ajoutées 

par synthèse sur la néamine pour former un nouvel antibiotique (Haddad et al. 2002). 

Des dimères de néamine ont également été synthétisés. Ces molécules conservent leur 

activité antibiotique en se fixant au site A de façon bivalente avec des constantes de 

dissociation de l’ordre du nanomolaire. Les cycles 2-DOS de chaque partie néamine sont 
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reliés par une chaîne carbonée diaminée. Selon la taille  et la nature de ce lien, ces 

aminoglycosides dimériques sont également inhibiteurs de l’activité phosphotransférase de 

l’enzyme bifonctionnelle AAC(6’)-APH(2’’) (Agnelli et al. 2004). D’autre aminoglycosides 

dimériques associant la néomycine et la kanamycine A ou la néomycines e la tobramycine 

ont été construit. L’activité antibiotique de ces composés dimériques est supérieure à 

l’activité d’une double concentration de l’antibiotique monomèrique (Michael et al. 1999). 

D’autres dérivés d’aminoglycosides sont actifs sur des souches résistantes tout en ayant 

une forte affinité pour les enzymes de résistance. Par exemple, la 3’-oxo-kanamycine a une 

forte affinité pour les enzymes APH(3’) mais elle est auto-régénérée. En effet, le composé 

phosphorylé résultant de l’action de l’enzyme est très instable et reforme rapidement le 

produit de départ (figure 15a) (Haddad et al. 1999). Le même principe avait déjà été utilisé 

pour la 2-nitrokanamycine (Roestamadji et al. 1995). 

Récemment, des dérivés fluorés d’aminoglycosides ont été décrits (Kim et al. 2004). La 

4’,4’-difluorokanamycine est active sur des souches exprimant les APH(3’). La présence du 

fluor très électronégatif fait diminuer la nucléophilie du groupement hydroxyl adjacent (3’). La 

constante cinétique de l’enzyme (kcat) pour la phosphorylation en 3’ est alors trois fois plus 

faible. 

Cette stratégie de recherche de nouveaux aminoglycosides dérivés de ceux déjà 

existant présente deux inconvénients majeurs. Le premier est que les enzymes de 

modifications s’adaptent généralement assez rapidement à ces antibiotiques, 

structuralement proches des aminoglycosides déjà existants. Le deuxième inconvénient est 

que cette  conception de nouveaux aminoglycosides est limitée par la difficulté de synthèse 

de ces molécules. En effet, la synthèse de la désoxystreptamine, cycle central des 

aminoglycosides, et de ses dérivés est particulièrement longue et délicate. Ellle possède un 

plan de symétrie interne et de nombreux groupes fonctionnels. Cette molécule peut s’obtenir 

par acidolyse de la néomycine B (produite par les bactéries) mais la désoxystreptamine étant 

parfaitement symétrique sa fonctionnalisation sélective s’avère difficile. Pour remédier à ce 

problème, la désoxystreptamine peut être synthétisée sous sa forme sélectivement protégée.  

Mais cette synthèse nécessite 14 étapes et le rendement de production n’est que de 6% 

(Busscher et al. 2004). La recherche de nouveaux dérivés de cette molécule est donc limitée 

par cette chimie lourde. 

 

Une autre approche consiste à simplifier la structure des aminoglycosides en remplacant 

certains cycles par des mimes moins complexes. Cette approche est guidée par les 

différentes structures de complexes entre des aminoglycosides et des ARN. Hermann et al 

ont ainsi remplacé le motif 2-déoxystreptamine par des azépanes (hétérocycle à 7 carbones) 
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(Barluenga et al. 2043). Ces composés ont des activités antibiotiques modérées mais sont 

actifs sur des souches bactériennes résistantes. D’autres analogues font intervenir un motif 

3,5-diaminopipéridinyl (DAP) pour mimer les amines 1,3 cis du DOS impliquées dans la 

reconnaissance avec le site A de l’ARN 16S bactérien. Deux motifs DAP sont reliés par une 

triazine, sur laquelle sont branchés divers substituants cycliques, acycliques, ou 

aromatiques. La faible complexité structurale comparée à celle des aminoglycosides a 

permis de construire une librairie par synthèses en parallèle. Certains composés obtenus ont 

des activités intéressantes sur des souches résistantes, et ont une moindre toxicité pour les 

cellules humaines (Zhou Y. 2005) (Zhou Y. 2006). Rando et al  ont également isolé deux 

aminols très simples fixant le site A avec des constantes de dissociation similaires à celle de 

la paromomycine (composés A et B, figure 15b). Ils ont criblé une soixantaine de molécules 

commerciales par un test de compétition avec de la paromomycine greffée d’un pyrène 

fluorescent. Une autre équipe a elle testé environ 10000 composés de leur banque de 

molécules par un criblage RMN sur le site A et a pu identifier des motifs 2-

aminobenzimidazol, 2-aminoquinoline et 2-aminopyridine possédant de bonnes affinités pour 

le site A (Yu et al. 2003).  
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Figure 15 : a) Mode d’action de la 3’-oxo-kanamycine, inhibiteur de phosphotransférase. 
 b) Structures des aminols fixant le site A. 
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2) Inhibiteurs d’enzymes de résistance 
 

La conception d’inhibiteurs d’enzymes de résistance a prouvé son efficacité avec les 

inhibiteurs des β-lactamases, utilisés largement en clinique en association avec les 

antibiotiques du groupe des β-lactamines. L’Augmentin® par exemple est composé 

d’amoxicilline, antibiotique de la classe des β-lactamines, et d’acide clavulanique, inhibiteur 

des β-lactamases (Leigh et al. 1981; Roselle et al. 1985 ). Il n’existe pas à l’heure actuelle 

d’inhibiteurs d’enzymes de résistance aux aminoglycosides utilisés en clinique comme le 

sont largement les inhibiteurs de β-lactamases. La conception d’un inhibiteur à spectre large 

s’avère difficile compte tenu du grand nombre d’enzymes existant (plus de 70 dans les trois 

classes) et de la diversité structurale de leurs sites actifs. Cependant les informations 

structurales disponibles et à venir permettent d’imaginer la conception d’inhibiteurs actifs sur 

une famille d’enzymes.  

Les inhibiteurs d’enzymes de résistance peuvent cibler le site de liaison des 

aminoglycosides, celui du cofacteur (coenzyme A, ATP, ADP) ou les deux sites de liaison en 

même temps. Le premier inhibiteur découvert est un inhibiteur bisubstrat kanamycine-

CoenzymeA obtenu par hémisynthèse (Williams et Northrop 1979). Ce composé inhibe 

l’activité acétyltransférase avec une constante d’inhibition de 9 nM mais ne restaure pas la 

sensibilité des souches productrices d’acétyltransférases aux aminoglycosides. Ceci est dû à 

l’incapacité de cette molécule à  pénétrer dans la cellule. D’autres inhibiteurs bisubstrats ont 

été synthétisés à partir d’aminoglycosides et de CoA (Gao et al. 2005 ; Gao et al. 2006) ou 

encore à partir de la néamine et d’une adénosine (figure 16) (Liu et al. 2000), développés à 

l’aide des informations apportées par la structure du complexe entre l’APH(3’)-III et l’ADP 

(Thompson et al. 1999).  

En 1982, il a été montré que la 7-hydroxytropolone, composé naturel,  inhibait l’activité 

de l’ANT(2’’) et restaurait la sensibilité des souches d‘E. coli exprimant le gène ant(2’’) (Allen 

et al. 1982) (figure 16). 
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Figure 16 : Structures de composés inhibiteurs d’enzymes de résistance aux 
aminoglycosides. A gauche la 7-hydroxytropolone, à droite la structure de base des 

inhibiteurs bisubstrats néamine-adénosine 
 

 

D’autre inhibiteurs non dérivés d‘aminoglycosides et non cycliques ont été synthétisés. 

Une première aproche s’appuie sur la synthèse de molécules non-cycliques conservant le 

motif 1,3-diamine de la désoxystreptamine (figure 17) (Welch et al. 2005). L’action inhibitrice 

de ces molécules a été testée in vitro sur trois enzymes de modification, l’APH(3’), l’ANT(2’’) 

et l’AAC(3). L’une de ces molécules (composé H,I) inhibe environ 50% de l’activité 

enzymatique des trois enzymes testées (figure 16).  

 

 

N
H

N
H

O

O

CH3

CH3

N

H3C

CH3

HO

H2N

HO

NH2

OH

1 3

DOS

 

 

 

Figure 17 : Structure de la désoxystreptamine (en haut) et de l’inhibiteur H,I. La partie 1,3 
diamine conservée est représentée en caractère gras. 
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Une autre approche s’appuie sur le fait que le site de fixation des aminoglycosides soit 

particulièrement chargé négativement (observé dans les structures des AAC(6’)-Ii et 

AAC(6’)-Iy). Les peptides cationiques pourraient alors être de bons ligands de ces enzymes. 

Une série de peptides relativement courts (12 à 24 résidus) et très chargés positivement 

(charge de +4 à +9) a été synthétisée et leur activité inhibitrice a été testée. Certains d’entre 

eux ont montré une activité inhibitrice de l’AAC(6’)-Ii, de l’APH(3’’)-IIa et de l’APH(2’’)-Ia avec 

des affinités pour ces enzymes de l’ordre du micromolaire (Boehr et al. 2003). 

Enfin, la conception d’inhibiteurs de phosphotransférases peut s’appuyer sur les 

similitudes structurales entre ces enzymes et les protéines kinases. En effet plusieurs 

inhibiteurs ont été conçus pour cibler le site actif de ces protéines kinases, ces 

connaissances pourraient être transposables aux phosphotransférases. L’activité 

phosphotransférases des APH(3’)-III et de l’AAC(6’)-APH(2’’) est inhibée par des inhibiteurs 

de Ser/Thr/Tyr kinases (Smith et Baker 2002). D’autres inhibiteurs de protéines kinases ont 

une activité inhibitrice de phosphotransférases comme les isoquinolines sulfonamides 

(inhibiteurs de caséine kinases) (Daigle et al. 1997). 
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V. Les aminoglycosides N-6’-acétyltransférases 
 

Les structures des aminoglycosides liés au ribosome ont montré que la position 6’ était 

importante pour la fixation des aminoglycosides sur leur cible et donc pour l’activité 

antibactérienne de l’antibiotique. Il n’est donc pas étonnant que cette position soit la cible 

d’une des classes les plus importantes d’enzyme de résistance aux aminoglycosides, les 

AAC(6’). Ces enzymes ont un spectre d’activité très large, elles peuvent acétyler la majorité 

des aminoglycosides utilisés en clinique. Deux sous-classes composent cette catégorie 

d’acétyltransférase : les AAC(6’)-I et les AAC(6’)-II. Leur différence repose sur leur profil de 

substrat, les AAC(6’)-I peuvent acétyler l’amikacine mais pas la gentamicine alors que le 

profil des AAC(6’)-II est inversé, c’est-à-dire qu’elles peuvent acétyler la gentamicine mais 

pas l’amikacine.  Les gènes codant pour au moins 26 enzymes du groupe I ont été identifiés 

alors que seulement deux enzymes du groupe II sont connues.  

Les AAC(6’)-IIa et AAC(6’)-IIb existent uniquement chez Pseudomonas aeruginosa et 

Pseudomonas fluorescens. Elles possèdent une identité de séquence de 66% et confèrent la 

résistance à la gentamicine, la tobramycine, la nétilmicine, la sisomycine et la dibékacine. 

Bien que ces enzymes n’aient été que très rarement retrouvées initialement, elles 

apparaissent maintenant plus fréquemment dans les cas de résistance de Pseudomonas 

aeruginosa aux aminoglycosides (Miller et al. 1997 ; Over et al. 2001).  

 

1)  Etudes structurales 
 

Deux AAC(6’)-I codées par des gènes chromosomiques et spécifiques d’une espèce ont 

été plus particulièrement étudiées. Il s’agit de l’AAC(6’)-Iy de S. enterica et de l’AAC(6’)-Ii de 

E. faecium dont les structures ont été résolues par cristallographie aux rayons X. 

 

a) L’AAC(6’)-Ii 
 

L’AAC(6’)-Ii isolée chez E. faecium confère un bas niveau de résistance aux 

aminoglycosides. La première étude structurale d’aminoglycosides liés à l’AAC(6’)-Ii a été 

réalisée par RMN pour déterminer la conformation dans le site actif de l’enzyme de deux 

aminoglycosides, l’isépamicine (4,6-2-DOS) et la butirosine A (4,5-2-DOS). Cette étude a 

montré que l’isépamicine pouvait adopter deux conformations alternées dans le site actif 

(DiGiammarino et al. 1998). Ces informations sur la conformation de l’antibiotique n’ont pu 

être confirmées, aucune structure contenant un aminoglycoside dans le site actif de cette 

enzyme n’ayant été résolue par cristallographie. Les structures cristallographiques de 
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l’enzyme complexée avec l’acétyl CoA ou avec le CoA ont été résolues dans 3 groupes 

d’espaces différents (Wybenga-Groot et al. 1999 ; Burk et al. 2003 ; Burk et al. 2005). Le 

repliement de cette enzyme est commun aux GNAT. Chaque monomère adopte une forme 

en V avec l’ acétyl CoA positionné entre les deux bras du V (figure 18). L’acétyl CoA intéragit 

essentiellement avec la chaine principale de l’enzyme et avec les chaines latérales des 

résidus K149 et T89. Le mécanisme cinétique de l’enzyme serait ordonné avec la fixation de 

l’acétyl CoA précédant celle de l’antibiotique (Draker et al. 2003). La comparaison des profils 

de substrats de cette enzyme dimérique et  d’un mutant (W104A) ne formant pas le dimère a 

montré que les deux sites de fixation du dimère n’étaient pas équivalents et qu’il y aurait 

donc une coopérativité entre les deux sous unité. L’AAC(6’)-Ii, qui présente une activité 

assez faible sur les aminoglycosides (kcat/Km = 104 M-1 s-1), est capable d’acétyler d’autres 

substrats comme certaines histones, des protéines basiques de myéline ou la ribonucléase 

A (Wybenga-Groot et al. 1999). De plus les valeurs de Vmax/Km pour les aminoglycosides 

ne sont pas corrélées avec les valeurs de CMI (concentration minimum inhibitrice). La 

fonction d’acétylation des aminoglycosides ne serait donc pas la fonction première de cette 

enzyme. 

 

Figure 18 : Structure cristallographique du complexe AAC(6’)-Ii / CoA (2A4N). L’enzyme est 
colorée par monomère, le CoA est coloré en fonction du type d’atome avec les carbones en 

cyan. 
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b) L’AAC(6’)-Iy 
 

L’AAC(6’)-Iy, codée par un gène chromosomique, a été isolée chez une souche clinique  

de Salmonella enterica résistante aux aminoglycosides. La structure de cette enzyme de 145 

acides aminés, dimérique en solution, a été résolue par cristallographie aux rayons X, 

complexée avec le coenzyme A et la ribostamycine (figure 19). La séquence de l’enzyme et 

sa structure confirment son appartenance à la famille des GNAT (Vetting et al. 2004). 

L’enzyme cristallise sous sa forme dimérique avec un échange de brin en C-terminal, ce qui 

n’avait jamais été observé pour les autres AAC. La structure la plus proche de cette enzyme 

est celle d’une histone acétyltransférase Hpa2 de S. cerevisiae. L’AAC(6’)-Iy possède un 

long canal, très chargé négativement, à l’interface des deux monomères et conduisant au 

site de fixation des aminoglycosides. La ribostamycine interagit avec chaque monomère, en 

particulier, les cycles aromatiques du tryptophane 22 d’un monomère et de la tyrosine 66’ de 

l’autre monomère s’empilent de part et d’autre de celle-ci. Les cycles DOS et prime 

interagissent avec les chaînes latérales des résidus du site actif chargés négativement, 

Glu79, Asp115 et Glu136’. Un mécanisme d’acétylation a été proposé (figure 20). L’amine 

acétylée en 6’, située à une distance de 3.4 Å de l’atome de soufre du CoA, peut attaquer 

directement la fonction thioester. Le résidu Asp115 jouerait le rôle de base via une molécule 

d’eau pour déprotoner l’amine 6’ pendant l’attaque nucléophile sur la fonction thioester. La 

protonation de l’anion thiolate se ferait également via une molécule d’eau. La partie 

panthéteine du coenzyme A se fixe entre les brins β4 et β5 (figure 19). Ces travaux ont 

également montré que l’enzyme pouvait fixer des peptides et qu’elle pouvait acétyler des 

histones eucaryotes, le peptide N-terminal de l’histone H3 humaine et enfin qu’elle pouvait 

s’autoacétyler. Cette enzyme apparaît donc comme dérivant du même ancêtre commun que 

les histones acétyltransférases eucaryotes. Le mécanisme enzymatique de cette enzyme a 

également été étudié. Les paramètres thermodynamiques obtenus par fluorescence ou par 

microcalorimétrie montrent que la fixation de l’acétyl coenzyme A ou de l’aminoglycoside 

s’effectue dans un ordre aléatoire (Vetting et al. 2004).  
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Figure 19 : Structure cristallographique de l’AAC(6’)-Iy complexée avec le CoA et la 
ribostamycine (PDB 1S3Z). L’enzyme est colorée par monomère, la ribostamycine et le CoA 
sont colorés par type d’atome avec les carbones en vert pour l’antibiotique, en cyan pour le 

CoA.  
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Figure 20 : Mécanisme général proposé pour la réaction d’acétylation catalysée par les AAC 
(et plus généralement par les GNAT). Dans le cas de l’AAC(6’)-Iy, la base (B sur le schéma) 
est le résidu D115 mais il n’attaque pas directement l’amine, la réaction s’effectue via une 

molécule d’eau.  
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2)  L’AAC(6’)-Ib 
 

Parmi toutes les AAC(6’), l’AAC(6’)-Ib, à laquelle nous nous sommes intéressée, est la 

plus répandue chez les bactéries Gram négatives. Cette enzyme est présente dans plus de 

70% des bactéries Gram négative présentant le profil de résistance des AAC(6’). Le gène 

codant pour cette enzyme est présent sur des transposons ou des intégrons ce qui a facilité 

sa dissémination chez de nombreux microorganismes. Il a été initiallement décrit chez 

Serratia marcescens (Tran van Nhieu et Collatz 1987) et Klebsiella pneumoniae (Nobuta et 

al. 1988). L’enzyme présente une faible identité de séquence avec l’AAC(6’)-Iy (18,9 %) ou 

avec l’AAC(6’)-Ii (18,1 %). De plus cette enzyme a évolué rapidement vers des mutants 

élargissant son spectre d’activité. Environ 30 variants du gène aac(6’)-Ib ont été décrits 

depuis 1986. Plusieurs d’entre eux sont associés à d’autres gènes d’enzymes de résistance 

et codent pour des enzymes bifonctionnelles. Le mécanisme enzymatique de l’AAC(6’)-Ib a 

été étudié dans le cadre de l’étude de l’enzyme bifonctionnelle AAC(3)-Ib/AAC(6’)-Ib’. 

L’enzyme suit un mécanisme ordonné avec la fixation de l’acétyl CoA précédant la fixation 

de l’aminoglycoside puis l’acétyl aminoglycoside est libéré avant le CoA (Kim et al. 2007). 

Nous nous sommes intéressés tout d’abord au variant codant pour l’enzyme AAC(6’)-

Ib11 qui confère la résistance à tous les aminoglycosides. Ce variant, isolé dans un intégron 

de classe 1  d’une souche clinique de Salmonella enterica Serovar Typhimurium en Turquie, 

présente un phénotype de résistance incluant l’amikacine et la gentamicine. Il regroupe donc 

les deux phénotypes de résistance des AAC(6’)-I et II. L’enzyme présente une leucine en 

position 106 et une sérine en position 107 (L106, S107) (figure 21) contrairement à la 

séquence (Q106, L107) initialement décrite, ou (Q106, S107) décrite pour d’autres variants. 

Il a été montré que la combinaison de ces deux mutations conférait un spectre de résistance 

élargi avec des CMI pour tous les aminoglycosides utilisés en clinique 2 à 8 fois supérieures 

que pour l’enzyme sauvage (Casin et al. 2003). D’autres études réalisées sur l’enzyme 

sauvage (Q106, L107) ont montré par mutagénèse dirigée que les résidus D105 et L108  

étaient importants pour la conservation de la résistance à l’amikacine et à la kanamycine 

(Pourreza et al. 2005). 

Nous nous sommes également intéressés au variant aac(6’)-Ib-cr. Ce variant présente 

deux codons différents du gène initial, l’enzyme résultante porte les mutations W92R et 

D169Y (figure 21) qui confère la résistance à certaines fluoroquinolones en plus de celle aux 

aminoglycosides. Cependant, les CMI des aminoglycosides (kanamycine, tobramycine et 

amikacine) indiquent une légère perte de la résistance à ces antibiotiques. Ce variant 

confère donc la résistance à la ciprofloxacine et à la norfloxacine. Ces deux antibiotiques, 

appartenant à la classe des fluoroquinolones, sont structuralement différents des 

aminoglycosides et sont d’origine synthétique. C’est le premier cas de résistance 
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enzymatique à un antibiotique de synthèse. L’enzyme AAC(6’)-Ib-cr acétyle ces deux 

antibiotiques sur l’amine du cycle pipérazinyl (figure 22). Les autres fluoroquinolones 

existantes possèdent déjà des substituants sur cette amine et ne peuvent donc pas être 

acétylées. Cette acétylation implique une augmentation de la CMI de ces antibiotiques d’un 

facteur trois ou quatre (Robicsek et al. 2006). L’épidémiologie de ce variant reste mal 

connue. Il a été remarqué pour la première fois en 2004 dans des isolats cliniques 

d’Escherichia coli en Chine (Wang et al. 2003). Puis il a été détecté dans plusieurs zones 

d’Asie et d’Amérique du nord dans différentes souches d’Escherichia coli, de Klebsellia 

pneumoniae ou d’enterobactéries (Robicsek et al. 2006). 

 

  
Figure 21 : Séquence de l’AAC(6’)-Ib utilisée lors de cette étude. Les mutations de l’AAC(6’)-
Ib11 sont indiquées en rouge, celle de l’AAC(6’)-Ib-cr en vert. Les sept acides aminés en gras 

correspondent à une extension C-terminale améliorant la solubilité de l’enzyme. 
 

 

 

 

Figure 22 : Structures des fluoroquinolones acétylées par l’AAC(6’)-Ib-cr. L’amine acétylée 
est colorée en rouge. 
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VI. Objectifs et présentation des résultats 
 
 

Nous nous sommes interéssé à l’étude d’une des aminoglycosides acétyltransférases les 

plus répandues, l’AAC(6’)-Ib, et à deux mutants à spectres étendus, l’AAC(6’)-Ib11 (conférant 

la résistance à tous les aminoglycosides) et l’AAC(6’)-Ib-cr (conférant la résistance aux 

fluoroquinolones). Cette enzyme conférant une résistance élargie à plusieurs classes 

d’antibiotiques, le traitement des infections à bactéries exprimant cette enzyme peut s’avérer 

délicat. De plus cette enzyme est codée par un élément génétique mobile, ce phénotype de 

résistance peut alors se transmettre à plusieurs espèces bactériennes. Notre objectif était 

donc de rechercher de nouveaux ligands de cette enzyme, inhibiteurs potentiels de l’activité 

enzymatique, qui pourraient être donné en association avec les antibiotiques déjà existants 

afin de restaurer leur activité. 

Pour cela nous avons utilisé en parallèle deux approches différentes. Nous avons utilisé 

d’une part une approche originale de criblage par résonnance magnétique nucléaire. 

Plusieurs expériences RMN à une ou deux dimensions permettent de détecter la fixation 

d’une petite molécule sur une cible macromoléculaire en observant soit le signal de la cible 

soit celui du ligand. L’observation des modifications du signal de la macromolécule, induites 

par la fixation de ligand, permet de déterminer la zone de fixation sur la macromolécule si 

l’attribution des spectres de celle-ci est connue. Nous avons choisi ici d’observer le signal 

des ligands puisque nous ne disposions pas de cette attribution. L’observation du ligand 

permet, de plus, de n’utiliser qu’une très faible quantité de macromolécule. Les expériences 

RMN utilisées pour observer le signal du ligand sont des expériences à une dimension, 

rapides, ne nécessitant pas de marquage isotopique et qui permettent d’identifier les parties 

du ligand qui sont en contact direct avec la cible. Ces techniques permettent également 

d’identifier des ligands de faible affinité qui échapperaient aux méthodes traditionnelles. Ceci 

permet d’envisager le criblage de molécules de complexité modeste afin d’identifier des 

déterminants élémentaires de liaison. Ces pharmacophores simples peuvent ensuite être 

combinés ou enrichis afin d’augmenter leur affinité. Nous disposons au laboratoire d’un 

dispositif robotisé d’injection des échantillons dans une sonde à flux continu permettant de 

cribler plusieurs dizaines de molécules par jour. Nous avons utilisé les expériences de 

transfert de saturation (STD) et de pompage NOE (NOE pumping). Notre stratégie dans la 

recherche de composés ligands de l’enzyme repose donc sur une construction par fragment. 

Un premier fragment, mime du cycle central des aminoglycosides, a été conçu en 

collaboration avec Laurent Micouin du Laboratoire de Chimie Thérapeutique, et a été utilisé 

comme chassis moléculaire central dans notre conception d’inhibiteurs. Ce composé a été 

conçu pour conserver les motifs structuraux, identifiés pour les aminoglycosides, essentiels à 
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la fixation de ces antibiotiques sur leurs cibles (ARN bactérien et enzyme de résistance), tout 

en étant de synthèse simple. Une série de molécules, dérivées de ce chassis, a donc été 

synthétisée par nos collaborateurs et criblée sur l’enzyme de résistance par les techniques 

de RMN. Nous avons ainsi pu identifier les motifs structuraux possédant la meilleure affinité 

pour l’enzyme. En parallèle nous avons également testé l’activité antibiotique de ces 

molécules mimes d’aminoglycosides afin d’identifier éventuellement un composé présentant 

une activité antibiotique mais n’ayant aucune affinité pour l’enzyme. 

D’autre part, nous avons utilisé une approche plus classique de biologie structurale. 

Disposer de la structure d’une macromolécule permet de guider la conception rationnelle de 

ligand de cette molécule. En effet, la structure de complexe protéine-ligand à résolution 

atomique permet d’identifier précisement les d’interactions impliquées dans la 

reconnaissance du ligand. Deux techniques principales permettent de résoudre la structure 

de macromolécules biologiques à la résolution atomique : la RMN et la cristallographie aux 

rayons X. L’AAC(6’)-Ib a une masse d’environ 22 kDa ce qui rend la résolution de sa 

structure par RMN relativement longue. Pour la cristallograhie aux rayons X, l’étape la plus 

limitante est l’obtention de cristaux. Dans notre cas, nous avons réussi à obtenir rapidement 

des pistes de cristallisation à partir de kits commerciaux. Nous avons alors choisi la 

cristallographie au rayons X pour tenter de résoudre la structure tridimensionnelle de 

l’enzyme. L’objectif était d’obtenir les structures des trois enzymes complexées avec leur 

antibiotiques déterminant le phénotype de résistance, ainsi que les structures de complexes 

enzyme-inhibiteur. Nous avons pu résoudre les structures de l’enzyme sauvage compléxée 

au CoA et à la kanamycine ainsi que la structure du mutant AAC(6’)-Ib11. Pour le mutant 

AAC(6’)-Ib-cr, nous n’avons pas obtenu de cristaux exploitables pour la diffraction aux 

rayons X ce qui nous a conduit à proposer un modèle de cette structure basé sur celle de 

l’enzyme sauvage. Ces structures nous ont permis d’apporter une explication structurales 

des différents phénotypes de résistance observés pour les trois formes de l’enzyme. Nous 

avons également pu identifier de nouveaux motifs structuraux se fixant sur l’enzyme laissant 

envisager la conception de nouveaux ligands. 

Dans une première partie, j’exposerai les études préliminaires de stabilité et d’activité des 

trois formes de l’AAC(6’)-Ib. Puis, dans une deuxième partie, la stratégie de conception du 

mime du cycle central des aminoglycosides sera présentée ainsi que les différents résultats 

de la recherche d’inhibiteurs de l’enzyme conçus à partir de ce mime. Dans une troisième 

partie, les résultats de recherche d’activité antibactérienne de ces molécules seront 

présentés. Enfin la quatrième partie exposera les études structurales des différents mutants 

et de leurs complexes. 
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Chapitre  II : Résultats 
 

I. Etudes préliminaires  
 

A) Clonage, expression, mutagénèse 
 

Le gène codant pour l’AAC(6’)-Ib11 de Salmonella enterica nous a été fourni par 

Ekkehard Collatz (Laboratoire de Recherche Moléculaire sur les Antibiotiques INSERM-

Paris6). Il était inséré dans un plasmide pTYB1 permettant son expression sous forme d’une 

fusion N-terminale avec une intéine et un domaine de liaison à la chitine. La purification de 

l’enzyme se faisait alors par colonne d’affinité (système IMPACT "Intéine Mediated 

Purification with an Affinity Chitin-binding Tag" voir protocole en annexe 3) suivie d’une 

coupure autocatalytique de l’intéine en présence d’un thiol. Plusieurs problèmes se sont 

alors posés. D’une part l’enzyme était très peu soluble et se retrouvait en grande partie sous 

forme de corps d’inclusion malgré une induction de l’expression à 16°C. Les quantités 

surproduites étaient assez faibles. D’autre part, le rendement de purification était faible, une 

partie de l’enzyme restant accrochée sur la colonne. La faible solubilité de l’enzyme posait 

également des problèmes de précipitation lors de sa concentration en vue des études par 

RMN ou par cristallographie. Nous avons alors cloné le gène dans le plasmide pET101, sans 

étiquette, à l’aide du système d’expression pET101/D-Topo (Invitrogen) (annexe 2). Les 

clones recombinants ont d’abord été isolés sur milieu contenant de l’ampicilline puis ont été 

soumis à un test de sélection phénotypique sur milieu contenant un aminoglycoside (LB-

kanamycine 30 µg/mL), à 37°C, en l’absence d’induction. Dans ces conditions, le niveau 

d’expression résiduel de l’AAC(6’) à partir du promoteur lac est faible et la plupart des clones 

présentaient un phénotype de croissance très ralentie, probablement lié à 

l’instabilité/insolubilité de l’enzyme. Certains clones montraient cependant une croissance 

normale et nous avons sélectionné l’un d’eux qui s’est avéré permettre la surexpression de 

l’enzyme sous forme soluble. Après séquençage, nous avons remarqué que le variant 

sélectionné présentait une délétion d’un nucléotide dans le codon stop, impliquant un 

décalage (read-through) du cadre de lecture de sept codons. L’enzyme résultante présente 

donc l’extension C-terminale hydrophile suivante : EGRAQFE. Le reste de la séquence des 

196 acides aminés n’étant pas modifié et cette extension améliorant la solubilité, nous avons 

conservé ce variant pour nos études.  

Le gène de l’enzyme AAC(6’)-Ib (Q106, L107) sauvage ainsi que le gène du mutant 

AAC(6’)-Ib-cr (R92, Y169) (séquences figure 21 de l’introduction) ont été obtenus par 

mutagénèse dirigée à l’aide du système QuickChange (Stratagene). Après vérification des 

mutations par séquençage, les deux enzymes ont été surproduites dans les mêmes 

conditions que l’AAC(6’)-Ib11 (matériels et méthodes, I). 
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B) Oligomérisation 

 
Les trois protéines ont été analysées par filtration sur gel afin d’analyser leur état 

d’oligomérisation. L’enzyme sauvage ainsi que l’AAC(6’)-Ib-cr ont un volume d’élution 

correspondant à un monomère en solution. Le variant AAC(6’)-Ib11 présente un profil 

indiquant un équilibre monomère-dimère avec le dimère en excès (figure 23). Les deux 

mutations du variant -Ib11 induisent donc un changement de l’état d’oligomérisation de la 

protéine en favorisant l’apparition d’un dimère. Les tests d’activité in vitro de l’enzyme 

(matériels et méthode) ont montré que les deux formes, monomère ou dimère, étaient 

actives en solution.  

 

 
 

Figure 23 : Profils d’élution des trois enzymes sur gel filtration (superdex 200) 
 

 

C) Spectre d’activité 
 

L’activité de la protéine in vitro est contrôlée après chaque purification par un test 

d’acétylation (matériels et méthodes, II).  

Pour l’activité in vivo, les concentrations minimum inhibitrices (CMI) des antibiotiques 

indiquant la spécificité de profil de substrat des différents mutants de l’enzyme ont été 

mesurées. Ces CMI ont été mesurées en milieu LB liquide (matériels et méthodes, III) avec 

les différentes souches d’E. coli BL21 portant les plasmides de résistance aux 

aminoglycosides codant pour les trois AAC(6’)-Ib. Ces CMI indiquent bien le profil de 

Monomère 

Dimère 
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substrat attendu. En particulier, la CMI de la gentamicine est quatre fois plus élevée pour la 

souche exprimant l’enzyme mutante Ib11 que pour la souche exprimant l’enzyme sauvage 

(tableau 6). Le variant Ib-cr confère bien une résistance à la ciprofloxacine (CMI deux fois 

plus élevée que pour les autres variants) avec une perte de la résistance aux 

aminoglycosides (tableau 6). 

 

 

                  Antibiotique 
 
Enzyme 

Amikacine 
(µg/mL) 

Gentamicine 
(µg/mL) 

Ciprofloxacine 
(µg/mL) 

AAC(6’)-Ib sauvage 20 10 0.002 

AAC(6’)-Ib11 40 40 0.002 

AAC(6’)-Ib-cr < 20 5 0.004 

 
 

Tableau 6 : Valeurs des CMI des antibiotiques en fonctions des différents variants de 
l’AAC(6’)-Ib 

 
 
 

D) Production de l’enzyme marquée 15N 
 
 

Le marquage isotopique à l’azote 15 a été réalisé tout d’abord avec la première forme 

peu soluble de l’enzyme AAC(6’)-Ib11 (matériels et méthodes, IV). Ce marquage permet 

d’observer par RMN la région des protons amides de la protéine en enregistrant des 

spectres à deux dimensions (HSQC ou TROSY 1H - 15N). Ces spectres sont nécessaires 

pour l’obtention d’empreintes de fixation des ligands. Le spectre TROSY obtenu présente 

beaucoup de superpositions de pics rendant délicate l’interprétation des spectres (figure 24). 

Aux concentrations utilisées en RMN, la protéine a de plus tendance à s’agréger et à 

précipiter au cours du temps, rendant l’échantillon instable. Ce marquage a alors été effectué 

à nouveau avec la construction de l’enzyme possédant l’extension C-terminale améliorant la 

solubilité. Nous avons pu produire et purifier une quantité suffisante d’enzyme, à une 

concentration de 12 mg/mL (0,5 mM), et obtenir un spectre TROSY de meilleure qualité 

(figure 24) permettant d’observer les variations de déplacement chimique induite par l’ajout 

de ligand. 
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Figure 24 : Spectres TROSY de la protéine AAC(6’)-Ib11. A gauche : spectre de l’enzyme 
produite sans l’extension C-terminale (0,3 mM). A droite : spectre de l’enzyme avec 

l’extension améliorant la solubilité (0,5 mM). Le massif au centre du spectre de gauche est 
caractéristique des signaux de protéine partiellement dénaturée. 
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II. Conception d’inhibiteurs 
 

A) Le diaminocyclopentanol (DACP) comme mime de la désoxystreptamine 
 

Notre stratégie pour la conception d’inhibiteurs de l’activité enzymatique se base sur la 

découverte d’un mime du cycle central des aminoglycosides. Le but est d’obtenir un mime 

conservant une affinité pour les deux cibles des aminoglycosides que sont le site A de l’ARN 

16S et les enzymes de modification, mais qui soit synthétisable plus facilement que la 

désoxystreptamine et ses dérivés. Ce mime constituerait alors un motif central de départ 

dans la conception d’inhibiteur de résistance enzymatique ou de nouveaux antibiotiques qui 

présenterait l’avantage d’être synthétisable facilement en grande quantité. 

J’ai étudié par RMN, pendant mon DEA, la fixation de la kanamycine sur l’AAC(6’)-Ib11. 

Nous avions tout d’abord réalisé l’attribution spectrale de la kanamycine. Pour cela, des 

spectres à deux dimensions [1H-13C]-HSQC, COSY, ROESY et à trois dimensions [1H-13C]-

TOCSY-HSQC en abondance naturelle 13C ont été enregistrés. Le spectre à une dimension 

ainsi que le spectre HSQC sont représentés sur la figure 25 avec l’attribution de la 

kanamycine. L’utilisation de la dimension 13C a été nécessaire pour résoudre les résonances 

de la région des protons glycosidiques, particulièrement dense en signaux.  

Nous avons pu montrer ensuite, par des méthodes de transfert de saturation (STD, 

principe paragraphe B2), que la fixation de la kanamycine se faisait principalement par le 

cycle central désoxystreptamine (DOS), et plus particulièrement par le motif de fixation 1,3 

cis-diamine (figure 26). Les études structurales des complexes aminoglycosides-ARN ont 

également montré que ce motif 1,3 diamine était fortement impliqué dans la reconnaissance 

des aminoglycosides par le site A (Ogle et al. 2001 ; Vicens et Westhof 2001). Un mime de 

la désoxystreptamine fixant les deux cibles (ARN et enzyme de résistance) doit donc 

conserver ce motif. La rigidité structurale du cycle DOS apparaît également comme étant 

nécessaire à la reconnaissance par l’ARN et donc à l’activité antibiotique (Hermann et 

Westhof 1998 ; Tor et al. 1998 ; Hermann et Westhof 1999). Nous avons donc choisi comme 

mime de la DOS, le diaminocyclopentanol (DACP). En effet, cette molécule cyclique 

conserve le motif 1,3 cis-diamine mais s’obtient beaucoup plus facilement que la DOS, en 

peu d’étapes de synthèse (figure 26). De plus, cette molécule n’étant pas symétrique 

(contrairement à la DOS), sa fonctionnalisation sélective est possible simplement. La 

stratégie de synthèse de cette molécule et de ses dérivés a été mise au point par l’équipe de 

Laurent Micouin (Perez Luna et al. 2002).  
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Figure 25 : Attribution RMN de la kanamycine. En haut : Spectre 1D de la kanamycine (40 
mM dans 20 mM phosphate de potassium pH 7.5). En bas : spectre 2D [1H-13C] HSQC du 

même échantillon. 
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Figure 26 : En haut : comparaison des structures de la DOS (à gauche) et du 
diaminocyclopentanol (DACP) (à droite). Le motif conservé est représenté en rouge. En bas : 

schéma simplifié de la synthèse du DACP (Perez Luna et al. 2002) 
 

 

 

B) Validation du mimétisme structural 
 

1) Sur le site A de l’ARN 16S d’E. coli 
 

Pour tester la fixation du DACP sur le site A de l’ARN 16S d’E. coli, nous avons suivi les 

variations des déplacements chimiques des protons imino de l’ARN en fonction de l’ajout de 

quantités croissantes de DACP. Les protons imino des bases G et U, situés au centre des 

appariements Watson-Crick, s’échangent très rapidement avec l’eau. Ils ne sont observables 

que si la paire de base est formée. Leur déplacement chimique très décalé (aux alentours de 

13 ppm) permet de les observer en RMN à une dimension. L’ARN utilisé est un ARN tige 

boucle synthétique mimant le site A de l’ARN 16S. Cet ARN a été synthétisé à façon chez 

Dharmacon puis déprotégé et dialysé au laboratoire. Lorsqu’on titre l’ARN par le DACP, on 

observe des variations des déplacements chimiques des protons iminos ainsi qu’un 

élargissement de ces pics, indiquant une fixation du DACP sur l’ARN. La figure 27 montre 

ces effets pour un rapport ARN:DACP de 1 pour 4. Les variations de déplacement chimique 

sont plus importantes pour les bases U1490, G1405, G1494, G1491. Cette même empreinte 

de fixation a été observée pour la désoxystreptamine sur le site A (Fourmy et al. 1996). Le 

DACP et la DOS se fixent donc dans la même région du site A de l’ARN. Le DACP constitue 

donc bien un analogue structural valide de la DOS. 
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Figure 27 : Variations des déplacements chimiques des protons iminos du site A de l’ARN 
16S. En bas spectre de l’ARN seul (0,5mM), en haut : spectre de l’ARN mélangé avec 4 

équivalents de DACP (2mM). A droite : structure de l’oligoribonucléotide synthétique utilisé 
mimant le site A, la numérotation correspond à celle de l’ARN 16S entier. 

 

 

2) Sur l’enzyme de résistance à large spectre : l’AAC(6’)-Ib11 
 
Le mutant AAC(6’)-Ib11 est la forme de l’enzyme que nous avons étudié en premier lieu au 

laboratoire, ce variant possèdant le profil de substrat le plus large. Les études de fixation du 

DACP et le criblage pour la recherche d’inhibiteurs ont donc été réalisés avec cette forme de 

l’AAC(6’)-Ib dans la mesure où elle constitue la menace la plus importante en terme de profil 

de résistance. 

Pour tester la fixation du DACP sur l’enzyme par RMN, nous avons utilisé une technique 

de transfert de saturation : la méthode de différence de transfert de saturation ou STD 

("Saturation transfer difference") (Mayer et Meyer 2001). Cette technique utilise la différence 

de deux spectres. Le spectre STD lui-même est enregistré en saturant des résonances 

cibles ; une première expérience est effectuée en saturant une bande de fréquence de la 

protéine où il n’y a pas de signal du ligand (le plus souvent correspondant à la région des 

méthyles). Une seconde expérience témoin, où l’on irradie “hors-resonance”, c’est-à-dire loin 

de tous les signaux de la protéine ou du ligand, est également enregistrée. L’irradiation 

pendant plusieurs secondes des méthyles de la protéine conduit à une saturation de toute la 

protéine par diffusion de spin. La saturation est transférée aux parties liées du ligand par 

transfert de saturation intermoléculaire (figure 28). Dans le spectre “hors -resonance”, les 

intensités de tous les signaux n’ont pas changé contrairement au spectre STD où les 

intensités des protons liés ont diminué. Les signaux de la protéine sont supprimés par un 
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filtre T1ρ et seul le ligand est observé (le filtre T1ρ utilise la différence de vitesse de relaxation 

du signal RMN, rapide pour les macromolécules et lente pour les petits ligands). 

La soustraction du spectre irradié et du spectre “hors-resonance” donne un spectre où 

l’on ne voit que les signaux des protons du ligand en contact avec la protéine. Le degré de 

saturation des résonances du ligand dépend de la distance entre les protons impliqués et la 

protéine. Les protons du ligand les plus proches et les plus fortement liés à la 

macromolécule seront beaucoup plus saturés, et conduiront donc à un signal STD plus fort. 

La soustraction peut être faite de différentes manières. L’approche la plus simple consiste à 

soustraire manuellement les spectres après acquisition de chaque spectre séparément, mais 

cette approche présente des risques. En effet, des petites variations de la température de 

l’échantillon ou de l’homogénéité du champ magnétique peuvent conduire à des artefacts 

lors de la soustraction. Il est préférable que la soustraction soit faite par un cyclage de 

phase, seul le spectre de différence est enregistré (Zerbe 2003). 

 

 

 

Figure 28 : Principe du STD. L’irradiation des protons des méthyles de la protéine se 
propage aux molécules qui se fixent sur l’enzyme (représentées en bleu foncé contrairement 

aux molécules non fixées en vert) et se transmet par échange au ligand libre. 

 
 

La figure 29 présente la comparaison des spectres STD obtenus pour la kanamycine et le 

DACP. Sur le spectre STD de la kanamycine (en bas), les intensités des pics des protons du 

cycle central (en position 2) représentés en rouge sur la structure de la kanamycine sont 

fortement augmentées par rapport au spectre référence. Ces deux protons sont donc les 

plus proches ou les plus fortement liés à la protéine. Le proton en position axiale (proton 

situé du même coté du plan du cycle que les deux amines, grisé sur la structure et le 

Spectre RMN à une dimension de la protéine 

Irradiation des protons 
des méthyles 
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spectre) a le signal STD le plus intense et est donc le plus en contact avec la protéine. Ces 

deux protons sont encadrés par des fonctions amines qui peuvent également interagir avec 

la protéine par des liaisons hydrogènes ou ioniques. La fixation de la kanamycine s’effectue 

donc principalement par le cycle DOS, par la face contenant les deux amines. Sur le spectre 

STD du DACP (en haut), on observe le même motif de fixation. Les deux protons entre les 

deux amines ont le signal STD le plus intense, particulièrement pour le proton axial (grisé sur 

la structure et le spectre). D’autre part, l’ajout de kanamycine dans l’échantillon contenant le 

mélange protéine-DACP provoque une diminution des signaux STD du DACP indiquant une 

fixation compétitive au même site. 

 

 
 

Figure 29 : Comparaison des spectres STD du DACP (en haut) et de la kanamycine (en 
bas). Les pics des deux protons les plus proches de l’enzyme sont encadrés en rouge sur 

les spectres et tracés en rouge sur les structures, le proton axial, le plus proche, est grisé. Le 
cycle DOS de la kanamycine est entouré en pointillés. 

 
 

3) Conclusion 
 

Nous avons donc validé l’utilisation du DACP comme mime de la désoxystreptamine sur 

l’enzyme de résistance AAC(6’)-Ib11 et sur le site A de l’ARN 16S bactérien, cible des 

aminoglycosides. Les aminoglycosides fixant d’autres ARN, la fixation du DACP a également 

été validée  au laboratoire par Carine Tisné sur l’ARNt
Lys3 , amorce de la transcription du VIH-

1 (Chung et al. 2007). Cette molécule peut donc être utilisée comme châssis moléculaire 

central dans la conception d’inhibiteurs de résistance ou de nouveaux antibiotiques, mimes 

des aminoglycosides ou plus généralement dans la conception de nouveaux ligands d’ARN. 

Un brevet a été déposé pour cette molécule (Bonin et al. 2004).  
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C) Conception des inhibiteurs : construction par fragment 
 

A partir de ce mime, notre stratégie de conception d’inhibiteurs repose sur une 

construction par fragments. Le principe est de synthétiser une série de molécules en ajoutant 

un premier fragment sur le DACP, puis de cribler cette première série de molécules et de 

sélectionner les meilleurs candidats. Un deuxième fragment est ajouté à ces meilleurs 

candidats constituant ainsi une deuxième série de molécules à cribler. Les meilleurs 

candidats sont sélectionnés pour l’ajout d’un troisième fragment, et ainsi de suite jusqu’à 

obtention d’un ligand de haute affinité. 

Les aminoglycosides étant constitués de la DOS reliée à des cycles de type 

glucosamine, nous avons ajouté sur le DACP des molécules cycliques. Ces cycles sont le 

plus souvent aromatiques mais quelques sucres ont également été testés. Deux types de 

connexion entre le DACP et ce deuxième cycle ont été testés : la liaison éther (comme c’est 

le cas pour les aminoglycosides) et la liaison ester. Plusieurs groupes fonctionnels portés par 

le deuxième cycle ont été testés, des groupements amines mais aussi des groupements 

nitro (NO2) ou nitrile (CN) (voie de synthèse en annexe 5). Un bilan représentant toutes les 

structures des molécules synthétisées ainsi que les résultats du criblage et des mesures 

d’affinité est présenté en annexe 4.  Aucun composé à trois fragments n’a été synthétisé 

pour l’instant. 

 

 

D) Etude des inhibiteurs 
 

1) Criblage sur l’enzyme  
 

a) Méthodes 

Pour sélectionner les molécules se fixant sur l’enzyme, nous avons utilisé un criblage par 

RMN. Cette technique présente l’avantage de permetre la détection des interactions faibles 

mais éventuellement spécifiques. Nous avons ainsi pu cribler par cette méthode des 

molécules relativement simples, et donc d’affinité peu élevée. De plus, le spectromètre RMN 

du laboratoire est équipé d’une sonde à flux continu reliée à un robot de pipettage. Cet 

équipement offre un avantage évident de gain de temps et de main d’œuvre permettant de 

cribler plusieurs dizaines de molécules par jour.  

Nous avons utilisé les techniques de STD (décrite précédemment), de pompage NOE 

(nuclear Overhauser effect) ou NOE pumping (Chen et Shapiro 1998), et de pompage NOE 

inverse (reverse NOE pumping) (Chen et Shapiro 2000). Ces techniques permettent de 

détecter des interactions entre des molécules de faible poids moléculaire et une protéine 

cible (avec des constantes de dissociation allant du molaire au micromolaire) en observant le 
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signal du ligand. Le NOE pumping repose sur le transfert d’aimantation de la protéine vers le 

ligand, par couplage dipôle-dipôle. L’intensité de ce transfert est reliée à la distance entre les 

atomes du ligand et ceux de la protéine dans le complexe. Un filtre de diffusion est effectué 

avant l’expérience NOE pour éliminer sélectivement l’aimantation des protons du ligand. Le 

ligand, beaucoup plus petit que la protéine cible, diffuse en effet beaucoup plus vite dans 

l’échantillon. En utilisant une technique dite « écho de gradient de champ magnétique », on 

peut ainsi défocaliser les signaux des petites molécules qui se sont déplacées par diffusion, 

ce qui annule leur aimantation macroscopique, sans toucher à ceux de la protéine. Le ligand 

peut alors récupérer de l’aimantation, principalement par contact avec la protéine, via le 

couplage dipolaire NOE intermoléculaire. 

Les signaux détectés à la fin de l’expérience proviennent donc de ce transfert NOE de la 

protéine vers le ligand. Les pics observés sur le spectre NOE pumping correspondent donc 

aux protons les plus proches de la protéine. Nous avons utilisé plus particulièrement le 

reverse NOE pumping. Cette technique, plus sensible, repose sur le transfert NOE du ligand 

vers la protéine. Un filtre de relaxation (filtre T1ρ comme pour le STD) est effectué pour 

atténuer le signal de la protéine sans affecter le signal du ligand. Pour détecter uniquement 

le NOE pumping et soustraire l’effet de relaxation, un spectre référence est enregistré. La 

différence des deux spectres indique donc les protons les plus proches de la protéine. 

 

b) Résultats 

La figure 30 montre les spectres reverse NOE pumping (RNP) obtenus pour une série de 

molécules bi-cycliques. La partie droite des spectres correspond aux signaux des protons du 

DACP, qui est un cycle saturé et dont les résonances se situent entre 1 et 4 ppm. Dans les 

exemples montrés, le deuxième fragment est un cycle aromatique, dont les signaux sont eux 

situés entre 5 et 8 ppm. Ces spectres permettent donc de visualiser de manière individuelle 

la liaison de chacune des deux parties du ligand, en analysant les deux cotés du spectre. 

Toutes les expériences sont enregistrées dans des conditions identiques de concentration 

et d’amplification du signal. Les intensités observées sont donc le reflet quantitatif des 

transferts NOE entre le ligand et la protéine. L’analyse détaillée des spectres nous a permis 

de classer les ligands en trois catégories. La première catégorie de spectres (en haut et non 

encadrés sur la figure) ne présentent pas de pics dans la région des aromatiques (de 5 à 9 

ppm) indiquant une absence de fixation du deuxième fragment, et présentent des pics 

d’intensité très faible dans la région des protons du DACP (de 1 à 4 ppm) indiquant une 

diminution de la fixation, par rapport au DACP seul. La deuxième catégorie de molécules 

(spectres encadrés en bleu ciel) présente un spectre RNP indiquant une conservation de la 

fixation du fragment DACP mais l’absence de pics dans la région des aromatiques indique 

une mauvaise fixation du deuxième fragment. Enfin la dernière catégorie de molécules 
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(spectres encadrés en bleu foncé) présente des pics intenses dans la région des protons du 

DACP et des aromatiques indiquant une bonne fixation des deux fragments de ces 

molécules. 

 

 
 

Figure 30 : Criblage par RMN d’une première série de molécules. Les spectres RNP sont 
classés du haut vers le bas en fonction de l’affinité. Le signal de l’eau (4.7 ppm), très intense, 

a été supprimé dans un souci de clarification des spectres. 
 
 

2) Mesure des constantes de dissociation par spectroscopie de fluorescence 
 

Les constantes de dissociation (Kd) des molécules pour l’enzyme ont pu être mesurées 

par spectroscopie de fluorescence. Le site actif de l’enzyme contenant trois tryptophanes, la 

variation de l’intensité de fluorescence intrinsèque de ces tryptophanes induite par l’ajout de 

ligand permet de mesurer une constante de dissociation. Nous avons pu alors confirmer que 

la RMN donnait une information qualitative sur l’affinité relative des ligands. En effet les 

Composés les 
plus affins 
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valeurs de Kd mesurées étaient en accord avec les spectres RMN, c’est-à-dire que les 

composés possédant le meilleur Kd avaient un spectre STD ou RNP montrant un fort 

transfert d’aimantation entre la protéine et le ligand (pics nombreux et intenses). Par 

exemple, le composé 2 sur la figure 31 possède un meilleur Kd que le composé 3 et son 

spectre RNP appartient à la catégorie colorée en bleu foncé sur la figure 32. Le spectre RNP 

du composé 3 présente peu de pics et est classé parmi les mauvais ligands (colorée en bleu 

ciel) pour la partie aromatique. Son Kd est moins bon que celui du DACP. De nombreux 

autres composés n’ont malheureusement pas pu être testés par cette approche, car ils 

possèdent une fluorescence intrinsèque significative, dans des longueurs d’onde analogues 

à celle du tryptophane, ce qui vient masquer le signal de la protéine. En particulier la plupart 

des composés comportant une liaison éther sont fluorescents en raison de la présence d’un 

groupement phénolique.  

 
 

Figure 31 : Titration par fluorescence (λexcitation = 280 nm, λemission = 345 nm) des molécules 1 
(DACP), 2 (GB50) et 3 (GB65) sur l’enzyme de résistance AAC(6’)-Ib11.  

 
 

3) Empreintes RMN 
 

La forme soluble de l’enzyme présentait un spectre RMN de bonne qualité qui laissait 

envisager la faisabilité d’une étude structurale par cette technique. Néanmoins, à ce stade 

du travail, des pistes prometteuses de cristallisation ayant été obtenues (voir paragraphe IV 

de ce chapitre), nous avons décidé stratégiquement de ne pas poursuivre l’attribution RMN 

qui s’annonçait difficile pour une enzyme de 43 kD (2x196 résidus). Néanmoins, l’approche 

RMN permet de suivre directement l’effet de la fixation d’un ligand sur la protéine, même en 

l’absence d’attribution du spectre. 
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Nous avons donc déterminé les empreintes RMN (spectres à deux demensions TROSY) 

de la kanamycine et de l’un des composés, sur l’enzyme marquée à l’azote 15.  Le composé 

sélectionné, le GB67, était l’un des meilleurs d’après les expériences de RNP (figure 30). 

Les empreintes induites par la kanamycine et par ce produit sur l’enzyme concernent les 

mêmes pics. La figure 32 montre la superposition des trois spectres TROSY de l’enzyme 

seule et complexée avec la kanamycine ou le GB67. Des exemples de déplacements 

similaires de pics sont encadrés en bleu sur cette figure. La kanamycine, possédant une 

meilleure affinité (0,1 µM), induit des variations de déplacements chimiques plus 

importantes, voire des disparitions de pics. L’attribution des pics n’ayant pas été réalisée, 

ces empreintes ne permettent pas de définir le site de fixation sur l’enzyme mais la similitude 

des résonances affectées indique que les composés "GB" dérivés du DACP se fixent au 

même site que les aminoglycosides.  

 

 
 

Figure 32 : Spectres TROSY superposés de l’enzyme AAC(6’)-Ib11 marquée à l’azote 15 
(0,5 mM) seule (noir), en présence de 1mM kanamycine (rouge) ou de 1mM GB67 (vert) 
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4) Tests d’inhibition 
 
L’activité inhibitrice de la résistance des molécules peut être testée in vivo sur les souches 

d’E. coli transformées avec le plasmide de l’AAC(6’)-Ib11. Des antibiogrammes comparés de 

l’antibiotique seul ou mélangé avec les composés présentant la meilleure affinité ont été 

réalisés (matériels et méthodes, VI). Malheureusement, aucune restitution de l’efficacité de 

l’antibiotique n’a pu être observée avec ces molécules bi-cycliques. Nous avons alors testé 

l’activité des molécules in vitro avec le test d’activité au DTNB, mais l’absence d’activité 

inhibitrice significative des molécules bi-cycliques in vivo a été confirmée par ces 

expériences. Cependant, le test d’activité au DTNB présente un bruit de fond élevé et une 

sensibilité limitée qui rend très difficile la détection de l’activité d‘un inhibiteur dont le Ki serait 

deux ordres de grandeur plus élevé que le Kd du substrat, soit environ 10 µM. Il faudrait 

donc gagner un facteur 10 sur l’activité de nos molécules pour pouvoir observer un effet par 

ce test. De plus, certains composés sont substrats de l’enzyme et sont donc acétylés ce qui 

ne permet pas la mesure d’une constante d’inhibition par ce test. 
 

 

5) Bilan 
 

Nous avons constaté tout d’abord que la liaison entre les deux fragments la plus favorable 

à la fixation était la liaison éther, mode de liaison des cycles des aminoglycosides existants. 

De plus, nous avons également constaté que les hétérocycles étaient défavorables à la 

fixation de nos molécules sur l’enzyme. Les structures des molécules possédant les 

meilleures affinités sont encadrées dans la figure 33. Les groupements fonctionnels nitriles, 

amines (Ar-CH2-NH2) ou amides sur le cycle aromatique ont donné les meilleurs résultats. 

On peut remarquer que ces différents composés ont tous un azote en position β  du cycle 

aromatique (Ar-C-N), de manière analogue à la position 6’ de la glucosamine, cycle prime 

des aminoglycosides (figure 34). Ceci suggère, dans l’hypothèse d’une conformation 

similaire de ces molécules, que cet atome d’azote pourrait se positionner dans le site actif à 

proximité du site d’acétylation. Cette hypothèse est soutenue par le fait qu’on peut observer 

une faible activité d’acétylation par l’enzyme sur les composés portant une amine primaire en 

β du cycle (GB 167 et 169, structures en annexe 4).  
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Figure 33 : Bilan du criblage des composés bi-cycliques sur l’enzyme de résistance  
AAC(6’)-Ib11. Les composés du panneau supérieur sont inactifs et ceux du panneau inférieur 

correspondent aux meilleurs ligands. 
 

 
 

Figure 34 : Comparaison structurale plane de la néamine avec le GB167. On peut 
remarquer la similitude entre l’amine en β du cycle aromatique du GB167 et l’amine en 

position 6’ de la néamine, toutes deux acétylées par l’enzyme. 
 
 

La molécule bi-cyclique présentant la meilleure constante de dissociation mesurée par 

spectroscopie de fluoresence est le composé GB 211 (annexe 4) avec un Kd de 4 µM. Le 

deuxième fragment de cette molécule est un sucre possédant une amine primaire, 

également acétylable par l’enzyme ce qui n’a pas permis de mesurer l’inhibition de 

l’acétylation des aminoglycosides par le test au DTNB. Cependant, ces molécules possèdent 



Chapitre II  Résultats 

 - 78 -   

des Kd pour l’enzyme encore trop faibles pour pouvoir inhiber fortement l’activité 

enzymatique en se fixant à la place de l’antibiotique. L’objectif serait d’obtenir un composé 

d’une affinité proche ou supérieure à celle des aminoglycosides. Le Kd de la kanamycine, 

l’un des meilleurs substrats de l’enzyme, étant de 0,1 µM, l’ordre de grandeur de l’affinité 

nécessaire pour obtenir un inhibiteur efficace serait de la centaine à la dizaine de 

nanomolaire. A ce stade, trois stratégies sont envisageables pour augmenter l’affinité : soit 

ajouter des fonctions permettant d’augmenter les interactions avec l’enzyme, soit rigidifier la 

structure pour diminuer la perte d’entropie lors de la liaison du ligand, soit ajouter un 

nouveau fragment formant des interactions additionnelles. Dans ce contexte, le fait de 

disposer d’une structure de l’enzyme, éventuellement en complexe avec ces premiers 

composés, est un avantage déterminant, car il permet de guider la stratégie de 

développement des premiers ligands obtenus.  

 
La première partie de l’étude d’identification des composés ligands de l’enzyme AAC(6’)-

Ib11 par les méthodes de RMN (STD, NOE pumping) a donné lieu a une publication intitulée 

"NMR identification of ligands of aminoglycoside resistance enzymes", parue en 2006 dans 

CR Chimie, présentée à la fin de ce manuscrit. 

 

 

E) Inhibiteur « bi-substrat » 
 

Nous avons également construit un composé “bi-substrat” combinant les composés bi-

cycliques et le coenzyme A (figure 35). Nous avons utilisé, pour la partie bi-cyclique, le 

GB169 car il présente un spectre RMN RNP indiquant une fixation sur l’enzyme. Son Kd 

pour l’enzyme est d’environ 25 µM et cette molécule est substrat de l’enzyme. Cette stratégie 

de construction d’inhibiteurs “bi-substrats” a déjà été utilisée avec des aminoglycosides, 

constituant l’une des deux parties de l’inhibiteur, et le CoA, constituant la deuxième partie 

(Williams et Northrop 1979 ; Gao et al. 2005; Gao et al. 2006).  
La constante de dissociation de cette molécule sur l’AAC(6’)-Ib11 a été évaluée à 1 µM 

par spectroscopie de fluorescence. Son activité a ensuite été testée in vivo par 

antibiogramme mais aucune activité significative n’a été détectée. Cependant, ce composé 

bi-substrat  présente une faible activité inhibitrice in vitro (test au DTNB) qui nous a permis 

d’estimer une constante d’inhibition de l’ordre de la dizaine de micromolaire. L’absence 

d’activité in vivo de ce composé est probablement due à son caractère fortement polaire, qui 

risque de limiter sévèrement sa pénétration dans les cellules. La constante d’inhibition 

mesurée reste assez faible comparée aux résultats obtenus avec les autres inhibiteurs bi-

substrats (aminoglycosides-CoA) testés sur d’autres enzymes (Williams et Northrop 1979) 
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(Gao et al. 2005; Gao et al. 2006). L’affinité du composé GB169 (Kd = 25µM), utilisé comme 

premier fragment de l’inhibiteur, est certainement encore insuffisante. La distance entre la 

partie mime d’aminoglycoside et le CoA doit également être optimisée pour améliorer 

l’affinité et l’inhibition de ce composé bi-substrat. 
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Figure 35 : Structure de l’inhibiteur bisubstrat (TOM20) 

 



Chapitre II  Résultats 

 - 80 -   

III. Recherche d’activité antibiotique 
 

A) Le GB109, composé antibiotique 
 

En parallèle du criblage par RMN sur l’enzyme de résistance permettant d’isoler des 

composé substrats ou inhibiteurs, nous avons également testé directement l’activité 

antibiotique des molécules mimes d’aminoglycosides. L’objectif était de réaliser un criblage 

différentiel, c’est-à-dire d’isoler soit des inhibiteurs de l’activité enzymatique (ligands de 

l’enzyme) soit des molécules antibiotiques ayant une faible affinité pour l’enzyme de 

résistance. L’activité antibiotique est testée par antibiogramme (matériels et méthodes, VI) 

sur des souches d’ Escherichia coli JM101Tr. Parmi toutes les molécules testées, une seule 

présentait une activité antibiotique, le GB109 (figure 36). Nous avons pu mesurer une 

concentration minimum inhibitrice (CMI) en milieu Luria-Bertani solide (matériels et 

méthodes, III) sur ces souches d’E. coli ainsi que sur les même souches dans lesquelles 

nous avons inséré le plasmide de résistance aux aminoglycosides codant pour l’AAC(6’)-Ib11. 

Cette activité antibiotique a été comparée avec celle de la néamine, cet aminoglycoside à 

deux cycles étant le plus proche d’un point de vue structural de notre molécule. La CMI du 

GB109 est de 120 µg/mL, celle de la néamine de 10 µg/mL, le GB109 présente donc une 

activité antibiotique mais de moindre efficacité que les aminoglycosides existants (tableau 7).  

  

 

Figure 36 : A gauche : antibiogrammes du GB109 et de la néamine sur les souches d’E. coli 
sensibles et résistantes aux aminoglycosides. A droite : structure du GB109 

 

D’autre part, la fixation de cette molécule sur l’enzyme de résistance AAC(6’)-Ib11 a été 

testée par STD (figure 37). Le spectre présente très peu de pics du côté des résonances de 

la partie DACP et aucun pic dans la région des protons aromatiques. Ceci indique une 

NH2H2N

O

NH2

H2N
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mauvaise fixation du GB109 sur cette enzyme. Ceci a été confirmé par la mesure de CMI sur 

les souches résistantes aux aminoglycosides par production de l’AAC(6’)-Ib11. En effet, cette  

valeur de CMI est très proche de celle mesurée sur les souches sensibles, le GB109 n’est 

donc pas ou peu affecté par l’enzyme de résistance contrairement à la néamine (tableau 7). 

Nous avons également testé par RMN la fixation du GB109 sur le site A de l’ARN 16S d’E. 

coli. Des spectres à deux dimensions NOESY ont été réalisés avec l’ARN seul ou en 

présence de GB109 (figure 38). Des pics de corrélations intermoléculaires ont pu être 

observés, particulièrement entre la partie DACP du GB109 et la paire de base U1406-

U1495. Ces  corrélations intermoléculaires indiquent une fixation du GB109 sur le site A de 

l’ARN 16S.  

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Le GB109 ne se lie pas sur l’enzyme de résistance. En bas : spectre référence 
du GB109 1mM, l’attribution est notée au sommet des pics en fonction de la numérotation du 

GB109 (à droite). En haut : spectre STD du mélange GB109 (1mM), AAC(6’)-Ib11  (50 µM).  
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Figure 38 : Corrélations intermoléculaires entre le site A de l’ARN 16S et le GB109. A 

gauche : Représentation schématique des interactions entre la partie DACP du GB109 et la 
paire de base U1406 :U1495 basée sur les NOE observés. A droite : Spectre RMN NOESY, 

les corrélations intermoléculaires sont grisées. 

 

 

Nous avons par la suite vérifié que cette activité antibiotique était bien corrélée à une 

inhibition de la synthèse des protéines comme c’est le cas pour les aminoglycosides. Nous 

avons testé cette propriété in vitro avec un kit de transcription-traduction couplée 

(EasyXpress Protein Synthesis Mini Kit, Qiagen) (matériels et méthodes, VII). Dans ce test, 

on détecte la synthèse d’une protéine à partir d’un ADN matrice par un système acellulaire 

reconstitué contenant tous les facteurs cellulaires nécessaires : ARN polymérase, facteurs 

de traduction, ARNt, ribosomes … L’ajout d’antibiotiques ciblant le ribosome, bloque la 

synthèse de la protéine codée par l’ADN introduit dans le système. Nous avons ainsi suivi 

sur gel SDS-PAGE le taux de production de la protéine EF-Ts, protéine codée par l’ADN 

contrôle fourni dans le kit, en fonction de l’ajout de quantités croissantes de GB109 ou de 

néamine. L’ajout de GB109 provoque bien une diminution de la quantité de protéine traduite 

(figure 39). Nous avions préalablement vérifié que le produit n’était pas contaminé par une 

activité RNAse, par incubation dans les mêmes conditions avec un ARN peu structuré 

connu, ce qui exclut que l’effet observé résulte d’un effet indirect sur la stabilité de l’ARNm 

dans le test et suggère qu’il s’agit d’un effet direct. Les concentrations inhibitrices de 50% de 

l’activité (CI50) déduites de ce kit sont du même ordre de grandeur pour le GB109 et la 

néamine, environ 25 µM et 20 µM respectivement (tableau 7). 
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Figure 39 : Analyse par électrophorèse de la protéine EF-Ts, produite par le kit de 
transcription traduction couplée, sur gel SDS-PAGE, en fonction de la quantité de GB109 

ajoutée. M : marqueurs de poids moléculaire. 
 

 

 

Composés Kd 
 (µM) CI50

 (µM) CMI (µg.mL-1) 
E. coli sensible    E. coli resistant 

Néamine  12   20 25 130 

GB109 3,6 25 165 180 

 
 
Tableau 7 : Valeurs comparées des constantes de dissociation pour l’ARN 16S (Kd) et des 

valeurs de CI50 et de CMI pour le GB109 et la néamine 
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Ce composé étant fortement fluorescent (λexc = 384 nm, λem = 478 nm), nous avons pu 

mesurer une constante de dissociation sur le site A de l’ARN 16S. En effet, l’ajout d’ARN 

provoque une diminution de l’intensité de fluorescence du GB109 (figure 42) de l’ordre de 

60%.  Le GB109 se fixe fortement sur le site A avec un Kd de 3,6 µM (12 µM pour la 

néamine). De plus, l’ajout de kanamycine en fin d’expérience restaure la fluorescence initiale 

du GB109, indiquant une fixation compétitive.  

 

 

 

 
Figure 40 : Fluorescence du GB109. A gauche : titration du site A de l’ARN 16S sur le 
composé fluorescent GB109. A droite : photos de cuves contenant le GB109 seul ou le 

GB109 et l’ARN (site A de l’ARN 16S) éclairées par une lumière UV, l’ajout d’ARN diminue 
l’intensité de fluorescence. 

 

 

B) Identification du produit actif 
 

Malheureusement, cette molécule s’est avérée très instable en solution. Le spectre 

RMN réalisé après les expériences précédemment décrites montre la présence de plusieurs 

produits d’oxydation (figure 41). De nouvelles synthèses ont été réalisées mais le produit 

s’oxyde très rapidement au cours de la dernière étape de synthèse en prenant une coloration 

brune. Nous n’avons donc pas réussi à déterminer la structure de la molécule active dans ce 

mélange complexe. Cependant, nous avons pu observer des NOE entre la partie DACP et 

l’ARN, ce qui confirme qu’il existe bien une liaison spécifique stable au site A du ribosome. 

Nous pouvons supposer que le produit actif soit le produit fluorescent puisque c’est lui qui se 
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fixe sur l’ARN avec une bonne affinité et que l’activité antibiotique est probablement due à 

cette interaction avec l’ARN. L’ensemble de ces résultats semble indiquer que le produit actif 

fluorescent contiendrait notre mime de DOS, le DACP. 

 

 

 

 

Figure 41 : Spectre RMN du mélange de composés d’oxydation du GB109  

 

 

C) Conclusion et perspectives 
 

 

Nous avons donc un composé, qui contiendrait le DACP, présentant une activité 

antibiotique y compris sur les souches produisant l’enzyme de résistance à spectre étendu 

l’AAC(6’)-Ib11. Ce composé a une bonne affinité pour le site A ce qui pourrait permettre un 

criblage de nouveaux ligands du site A, son signal de fluorescence étant sensible à la liaison 

à l’ARN, il peut être utilisé pour révéler la fixation d’un produit très affin dans un test de 

compétition. Malheureusement, l’instabilité du produit ne nous a pas permis de caractériser 

sa structure exacte. Les études devront être poursuivies afin de déterminer la nature des 

produits composant le mélange et d’identifier parmi eux le produit actif. Cette caractérisation 

permettrait de vérifier notre hypothèse d’une corrélation entre l’effet antibiotique, la 

fluorescence et la fixation sur l’ARN. Dans ce cas, d’autres dérivés du DACP, proches de ce 

produit actif, pourraient également être synthétisés afin d’améliorer l’activité antibiotique. 
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IV. Etudes structurales 
 
 

En parallèle des études précédentes, nous avons entrepris des études structurales de 

l’AAC(6’)-Ib et de ses variants afin de comprendre, l’adaptation de l’enzyme aux différents 

substrats et de guider la conception future d’inhibiteurs. Le variant AAC(6’)-Ib11 présente en 

effet la capacité d’acétyler tous les aminoglycosides contrairement à la forme sauvage dont 

le spectre d’activité est plus réduit. Le variant AAC(6’)-Ib-cr présente lui la capacité d’acétyler 

les fluoroquinolones. Nous voulions donc d’obtenir les structures cristallographiques des trois 

mutants compléxés avec leurs antibiotiques spécifiques et avec l’acétyl-CoA.  

 
  

A) L’AAC(6’)-Ib11 
 

1) Cristallogénèse 
 

Les premières études structurales ont été réalisées avec le variant AAC(6’)-Ib11 conférant 

un spectre de résistance élargi à tous les aminoglycosides (regroupe les deux phénotypes 

de résistance de classe I et de classe II), y compris la gentamicine et l’amikacine.  

Pour les essais de cristallisation, l’AAC(6’)-Ib11 est concentrée à 15mg/mL dans du 

tampon HEPES pH 7,5, 1 mM DTT, 1 mM EDTA. J’ai alors testé les 384 conditions de 

cristallisation de deux kits commerciaux (Index et Crystal Screen, Hampton) à l’aide d’un 

robot de cristallisation (Cybio) disponible au laboratoire. Ce robot dépose des gouttes 

« assises » de 0,5 µL de protéine et ajoute 0,5 µL de solution du kit contenue dans un 

réservoir de 100 µL. Les gouttes déposées contenaient l’enzyme seule ou l’enzyme 

complexée au CoA et/ou à la kanamycine. L’enzyme non complexée a cristallisé à 18°C 

dans une seule condition du kit Crystal Screen contenant 0,1 M de tampon HEPES à pH 7,5 

et 1,5 M de sulfate de lithium mais n’a pas cristallisé en complexe avec ses substrats. Les 

cristaux obtenus étaient des petites plaques très fines, souvent maclées (figure 42). J’ai pu 

reproduire ces cristaux et effectuer des essais d’optimisation. J’ai utilisé la technique de 

diffusion de vapeur en gouttes suspendues en boîte Linbro (matériels et méthodes, VIII) et 

testé une série de conditions d’optimisation avec le kit commercial « additive screen » 

(Hampton). L’isopropanol s’est avéré être le meilleur additif en permettant à la fois 

d’augmenter la taille des cristaux et de réduire les macles. D’autres modifications ont 

amélioré l’aspect des cristaux comme l’ajout de glycérol combiné à une croissance à 4°C 

mais les cristaux résultants diffractaient à plus basse résolution. 
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Figure 42 : Différents types de cristaux de l’AAC(6’)-Ib11. De gauche à droite : cristaux dans 
les conditions du kit (0,1 M HEPES ph7,5, 1,5 M Li2SO4 18°C), optimisation avec 10% 

glycerol (4°C), optimisation avec 3% isopropanol (18°C)  
 
  

2) Résolution de la structure 
 

Ces cristaux nous ont permis d’enregistrer un jeu de données à l’ESRF (ligne BM30A) à 

une résolution de 2.1 Å. Afin de résoudre le problème des phases, des tentatives de 

remplacement moléculaire ont été effectuées en collaboration avec Claudine Mayer 

(Laboratoire de Recherche Moléculaire sur les Antibiotiques) avec les programmes Amore 

(Navaza 1994) et Phaser (Read 2001). Nous avons utilisé plusieurs modèles de protéines 

appartenant à la famille des GNAT dont les AAC(6’)-Ii et Iy ou encore une acétyltransférase 

hypothétique (code PDB : 1yk3) présentant le plus fort pourcentage d’identité de séquence 

(23,4 %) avec notre enzyme. Malheureusement, ces tentatives n’ont pas donné de résultats 

positifs. J’ai alors produit l’enzyme séléniée sur les méthionines (matériels et méthodes, I) 

afin de résoudre les phases par MAD (multiple anomalous diffusion). La protéine contient 

cinq méthionines pour 196 acides aminés ce qui a suffit pour permettre la résolution des 

phases par MAD avec le programme SHARP. Nous avons ensuite reconstruit la protéine 

avec le logiciel O (Jones et al. 1991) et affiné cette structure à l’aide du programme CNS 

(Brunger et al. 1998) (matériels et méthodes, VIII). Les statistiques de traitement des 

données et d’affinement sont résumées dans le tableau 8. L’enzyme cristallise dans cette 

condition sous sa forme dimérique (2 monomères dans l’unité asymétrique) et dans le 

groupe d’espace C2221 (figure 43). Après plusieurs cycles d’affinement, nous avons pu 

observer une densité électronique correspondant à une molécule d’HEPES (figure 44), 

tampon utilisé pour la purification et la cristallisation. Cette molécule d’HEPES se place dans 

le site actif de l’enzyme entre le site de fixation des aminoglycosides, chargé négativement, 

et le site de fixation de l’acétyl-CoA, chargé positivement (figure 45). 
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Figure 43 : Structure cristallographique de l’AAC(6’)-Ib11. Chaque monomère est coloré en 
rouge ou jaune, l’HEPES est coloré en fonction du type d’atome avec les carbones en cyan. 
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Figure 44 : Carte de densité électronique 2Fo-Fc de l’HEPES contourée à 1σ . La structure 
plane de l’HEPES est représentée à droite. 
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Figure 45 : Surface de l’AAC(6’)-Ib11 colorée en fonction du potentiel électrostatique 

(calculée avec PyMOL (Delano 2002). Le rouge représente les régions chargées 
négativement, le bleu les régions chargées positivement. L’HEPES est coloré en fonction du 
type d’atome. L’axe 2 du dimère est approximativement vertical sur cette figure comme dans 

la figure 45. 
 

 
 
Traitement des données   AAC(6’)-Ib11 “Inflexion’’  “Peak’’  “Remote’’ 
      
λ (Å)    0.9340  0.9794  0.9792  0.9278 
Résolution  (Å)   2.1  2.8  2.8  2.8 
Réflections uniques  26597  22162  22714  22359 
Groupe d’espace   C 2221  C 2221  C 2221  C 2221 
Paramètres de maille   a=71.6  b=85.4     a=72.1    b=86.6    c=151.57 

c=150.4             α = β  = γ = 90° 
    α = β  = γ = 90°   
Completude1 (%)   97.3 (94.8) 96.9 (91.6) 98.8 (95.3) 97.8 (92.2) 
Redondance1   3.7 (3.6)  1.9 (1.9)  3.9 (3.8)  1.9 (1.9) 
I/σ1    20.6 (7.5) 25.1 (19.3) 29.2 (22.6) 19.9 (13.6) 
Rsym(%)1    4.5 (18.7) 2.4 (3.3)  3.2 (4.1)  3.0 (5.1) 
Rcullis      0.42  0.28  0.66 
Pouvoir de phasage    3.26  5.07  1.66 
Figure de mérite     0.83 
 
Affinement   AAC(6’)-Ib11 
 
Rcryst 

1
    20.1 (17.2) 

Rfree
1

    25.2 (26.0) 
Facteur B moyen (Å2)  30.3 
   Chaîne principale  28.9 
   Chaînes latérales  31.0 
   HEPES   28.2 
   Eau    35.5 
Nombre d’atomes  
   Protéine   2703 
   Hepes    15 
   Eau    223 
R.m.s. 
   Longueur des liaisons (Å) 0.016 
   Angles (°)   1.687 

 
1 Les chiffres entre parenthèses correspondent à la tranche de plus haute résolution 

Tableau 8 : Statistiques cristallographiques de l’AAC(6’)-Ib11.  
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Les extrémités C-terminale (9 a. a) et N-terminale (10 a.a) n’ont pu être reconstruites. Ces 

extensions n’appartiennent pas au cœur de la structure : la partie C-terminale porte 

l’étiquette de solubilité issue de notre sélection phénotypique, et la partie N-terminale 

provient de la recombinaison de l’intégron.  

Le repliement de la protéine confirme son appartenance à la famille des GNAT. L’enzyme 

est constituée d’un feuillet central de sept brins � anti-parallèles. Le feuillet central est 

entouré d’un côté par un "volet" (flap) flexible, constitué des helices α1 à α3, se repliant sur 

ce feuillet, et de l’autre par les hélices α5 et α6 (figures 46 et 47). La boucle reliant α1 à α2, 

appartenant à ce "volet", et plus particulièrement les acides aminés 39 à 44 de cette boucle, 

ont été plus difficiles à reconstruire par manque de densité électronique. Cette partie de 

l’enzyme présente des facteurs d’agitation thermique élevés par rapport à la moyenne de la 

protéine (figure 48). Les calculs de modes normaux (Lindahl et al.) suggèrent une grande 

mobilité de cette boucle très exposée au solvant pouvant expliquer l’absence de densité 

électronique. 

 
Figure 46 : Structure du monomère coloré en arc-en-ciel, les éléments de structure 

secondaire sont indiqués. Les deux mutations conférant le phénotype de résistance élargi, 
L106, S107 sont représentées en magenta. 
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Figure 47 : Topologie de l’AAC(6’)-Ib11. Le code couleur est le même que dans la figure 48. 

 
 

 
 

Figure 48 : Structure de l’AAC(6’)-Ib11 colorée en fonction des facteurs d’agitation thermique 
(du bleu pour les valeurs les plus faibles au rouge pour les valeurs les plus élevées). 

 

 

Les tentatives de co-cristallisation ou de diffusion dans les cristaux d’aminoglycosides, de 

CoA ou d’acétyl CoA n’ont pas donné de résultats positifs. L’échec de la co-cristallisation est 

probablement dû à une compétition entre ces molécules et l’HEPES. L’HEPES contribue 

probablement de manière directe à la cristallisation, son remplacement par un autre tampon  

(Tris-HCl ou MES) à la même concentration et au même pH abolissant en effet la formation 

des cristaux. L’absence de diffusion de substrats dans les cristaux est probablement due à 

l’empilement cristallographique dans lequel le site actif est partiellement occupé à la fois par 

l’HEPES et par la longue boucle reliant α1 à α2 d’un autre dimère (figure 49). Nous avons 
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donc voulu vérifier si cette molécule d’HEPES était également capable de se fixer en solution 

à l’AAC(6’)-Ib11. Une expérience STD a été réalisée sur l’enzyme en présence d’HEPES  

(figure 50). L’observation de pics sur ce spectre indique l’existence d’une interaction entre 

l’HEPES et l’AAC(6’)-Ib11. Il existe donc une interaction spécifique entre l’enzyme et ce 

composé. 

 
Figure 49 : Empilement cristallographique de l’AAC(6’)-Ib11. Le dimère correspondant au 

dimère biologique est coloré en arc-en-ciel, les symétriques cristallographiques sont colorées 
en violet. On remarque l’insertion de la boucle flexible d’un dimère (en jaune et en bleu) dans 

le site actif de ses voisins immédiats. 
 
 
 

 
 

Figure 50 : Spectres STD de l’HEPES sur l’AAC(6’)-Ib11. La structure de l’HEPES est 
représentée au dessus du spectre STD. L’attribution des protons de l’HEPES est notée sur 

le spectre référence en bas. 
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B) L’AAC(6’)-Ib sauvage 
 

1) Cristallogénèse 
 

L’enzyme sauvage purifiée dans le même tampon et à la même concentration que le 

mutant Ib11 n’a pas donné de piste de cristallisation dans les conditions, exactes ou 

approchées, de cristallisation du mutant. J’ai effectué une deuxième préparation de cette 

enzyme en utilisant cette fois du tampon Tris HCl pH 7,5, 1mM DTT, 1mM EDTA pour éviter 

la présence d’HEPES dans le site actif. Nous avons criblé à 18°C les conditions de 

cristallisation des deux kits utilisés pour l’AAC(6’)-Ib11. Une condition du kit Index nous a 

donné une piste de cristallisation sous forme d’un amas de cristaux très fins en “oursin” 

(figure 51). La solution de cristallisation était composée de 1,344M K2HPO4 et 0,056M 

NaHPO4. Les tentatives d’optimisation “classiques” (variations de la température, du pH, des 

concentrations en protéine et précipitants, additifs ralentissant la nucléation : glycérol, PEG 

…) n’ayant pas donné de résultats, nous avons utilisé le kit d’additifs d’Hampton. Une 

condition a donné un cristal exploitable pour la diffraction avec l’ajout de 0,1M de guanidine. 

Malheureusement, ce cristal n’a jamais pu être reproduit directement. En revanche, il a été 

possible d’obtenir des cristaux analogues par ensemencement à partir de ce cristal initial  

unique. Cette technique consiste à aller toucher le cristal avec une "sonde" pour retenir une 

très petite partie de ce cristal  et l’utiliser pour ensemencer une goutte préalablement 

équilibrée dans laquelle aucun cristal n’a poussé. La "sonde" est généralement fabriquée 

avec un poil de moustache d’animal, j’ai utilisé ici un poil de moustache de chat. Cette 

technique s’est avérée très efficace puisque de nombreux cristaux poussaient sur la "trace" 

de l’ensemencement. Il a fallu par la suite optimiser la technique afin d’obtenir des cristaux 

isolés. Pour cela, plusieurs gouttes sont ensemencées les unes à la suite des autres avec le 

même poil pour épuiser le nombre de nucleus cristallins et diminuer le nombre de cristaux 

reproduits dans la nouvelle goutte (figure 51). 

 

 
Figure 53 : Optimisation des cristaux de l’AAC(6’)-Ib. De gauche à droite : oursin obtenu en 
tampon phosphate (condition du kit), « trait » d’ensemencement où les cristaux ne sont pas 
isolés (1,5M K2HPO4 0,06M NaHPO4 0,1M guanidine), cristaux isolés exploitables pour la 

diffraction dans les mêmes conditions.  
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2) Résolution de la structure 
 

Ces cristaux nous ont permis d’enregistrer un jeu de diffraction à l’ESRF (ligne ID14-3) à 

une résolution maximale de 1.8 Å. Nous avons résolu la structure par remplacement 

moléculaire avec le programme Phaser en utilisant l’AAC(6’)-Ib11 comme modèle (matériels 

et méthodes, VIII). L’enzyme cristallise dans le groupe d’espace P43212. Les cartes de 

densité électroniques, de très bonne qualité (figures 52 et 53), nous ont permis de 

reconstruire rapidement l’enzyme avec le logiciel Coot (Emsley et Cowtan 2004). 

L’affinement a été réalisé avec le programme Refmac (Winn et al. 2001). L’enzyme a 

cristallisé dans le même état d’oligomérisation qu’en solution, c’est-à-dire sous forme de 

monomère. Nous avons observé dans les cartes de densité un fort signal, distinct de celui de 

la protéine, localisé dans le site actif. Bien que ne l’ayant pas ajouté dans les cristaux, cette 

densité électronique s’est avérée être celle du CoA (figure 52). Cette molécule est donc 

restée fixée à l’enzyme depuis la culture bactérienne. Ceci avait déjà été observé pour 

l’AAC(6’)-Iy (Vetting et al. 2004). Quelques parties de la protéine n’ont pu être reconstruites 

faute de densité électronique. Comme pour l’AAC(6’)-Ib11, il s’agit des extrémités C-terminale 

(9 acides aminés) et N-terminale (11 acides aminés) et d’une portion de la boucle reliant les 

hélices α1 et α2 (les 4 acides aminés 40 à 43).  

Nous avons fait diffuser plusieurs aminoglycosides dans ces cristaux. Les premiers 

essais, réalisés avec l’ajout de kanamycine, ont fait fondre les cristaux, la solution de 

kanamycine étant très acide. Pour éviter la dissolution des cristaux, l’antibiotique doit être 

préparé dans la solution de cristallisation (tamponnée) et ajouté progressivement dans la 

goutte (ajouts successifs de 0,2 µL d’antibiotique à 10 mM). Les structures de l’enzyme 

complexée avec le CoA et la néamine ou la kanamycine ont été résolues (figure 54). Par 

contre,  la gentamicine, l’amikacine et la néomycine n’ont pas diffusé dans les cristaux 

probablement parce que ces antibiotiques, plus encombrants, sont de moins bon substrats et 

diffusent moins bien à l’intérieur des cristaux. Néanmoins d’autres tentatives devront être 

effectuées. Les statistiques cristallographiques de l’AAC(6’)-Ib complexée au CoA et 

complexée au CoA et à la kanamycine ou à la néamine sont résumées dans le tableau 9. 
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Traitement des données  CoA   CoA, kanamycine  CoA, néamine 
 
Resolution (Å)   1.8 (37.1)  2.4   2.2 
Réflections uniques  23836   10187   13047 
Groupe d’espace   P 43212   P 43212   P 43212 
Paramètres de maille (Å)  a = b = 57.62,  a = b = 57.40  a = b = 57.33 

c = 146.67  c = 146.67  c = 145.34 
                                     α = β  = γ = 90°    α = β  = γ = 90°  α = β  = γ = 90° 
Complétude1 (%)   100 (99.9)  100 (99.98)  99.9 (100) 
Redondance1   13.5 (10.5)  13.4 (11.5)  13.8 (14.2) 
I/σ1    32.2 (11.4)  25.7 (11.4)  26.7 (14.1) 
Rsym 

1 (%)   5.9 (18.3)  8.1 (21.3)  8.2 (18.9) 
 
Affinement 
Rcryst     20.9 (23.8)  19.4 (20.3)  18.6 (19.5) 
Rfree    22.6 (28.5)  23.5 (26.1)  22.4 (27.0) 
Facteurs B moyens (Å2) 

Total   15.5   15.6   16.3 
Chaîne principale  13.6   13.7   14.0 
Chaînes latérales  14.7   14.6   18.3 
CoA   25.7   42.4   41.6 
Antibiotique  -   35.9   32.9 
Eau   22.9   15.9   20.6 

Nombre d’atomes  
Protéine   1360   1356   1356 
CoA   47   47   47 
Antibiotique  -   33   22 
Eau   171   77   116 

R.m.s.d 
   Distance (Å)   0.006   0.011   0.012 
   Angles (°)   1.003   1.349   1.397 

 
1 Les chiffres entre parenthèses correspondent à la tranche de plus haute résolution 
 
Tableau 9 : Statistiques cristallographiques de l’AAC(6’)-Ib complexée au CoA, au CoA et à 

la kanamycine, et au CoA et à la néamine. 
 
 

 

 

 

Figure 52 : Cartes de densité électronique 2Fo-Fc du CoA (à gauche) dans la structure du 
complexe AAC(6’)-Ib-CoA et de la kanamycine (à droite) dans la structure du complexe 

AAC(6’)-Ib-CoA-kanamycine contourées à 1σ. 
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Figure 53 : Carte de densité électronique 2Fo-Fc finale de l’AAC(6’)-Ib résolue à 1,8 Å. La 
protéine et le CoA sont colorés en fonction du type d’atome avec les carbones en gris et en 
vert respectivement. 
 

 
 

Figure 54 : Structure cristallographique de l’AAC(6’)-Ib sauvage compléxée avec le CoA et 
la kanamycine ou la néamine. A gauche : superposition de l’AAC(6’)-Ib complexée avec le 
CoA (en jaune), avec le CoA et la néamine (en vert) et avec le CoA et la kanamycine (en 

bleu). A droite : structure du complexe avec le CoA et la kanamycine (colorés en fonction du 
type d’atome avec les carbones en vert). Les éléments de structure secondaire sont 

indiqués. Les acides aminés mutés dans l’AAC(6’)-Ib11 sont colorés en rouge. 
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La figure 55 montre le site de fixation du CoA. Celui-ci interagit par liaisons hydrogènes 

avec la chaine principale du feuillet β4 (résidus Q106 et L108). Il interagit également avec la 

boucle reliant le feuillet β4 à l’hélice α4 (G115, G117, G119 et T120) et avec les résidus de 

l’hélice α5 (K156 et N147 plus particulièrement). Dans cette structure, les hélices α1, α2 et 

α3 constituant le "volet" se referment autour de l’extrémité pantéthéine du CoA. Une petite 

hélice se forme dans ce "volet", entre les résidus 33 et 37, à la place d’une boucle dans la 

structure de l’AAC(6’)-Ib11. Le tryptophane 38 de ce "volet" (appartenant à la boucle reliant 

cette petite hélice supplémentaire à α2)  interagit avec le résidu N147 de l’hélice α5 ce qui 

forme un tunnel autour du CoA (figure 56 et 58). La fermeture de ce "volet" autour du CoA 

pourrait permettre le positionnement des résidus importants dans la reconnaissance de 

l’antibiotique comme le tryptophane 39. La fixation de l’acétyl-CoA avant l’aminoglycoside 

pourrait alors faciliter la reconnaissance de cet antibiotique et expliquer ainsi le mécanisme 

ordonné pour la liaison des substrats qui a été rapportée, où la fixation de l’acétyl-CoA 

précède celle de l’antibiotique. De plus, la fermeture de ce "volet" autour du CoA peut 

expliquer pourquoi celui-ci reste séquestré dans le site de fixation de l’enzyme au cours des 

étapes de purification précédant la cristallisation. 

 

 

 

 
 

Figure 55 : Site de fixation du coenzyme A sur l’AAC(6’)-Ib. Le CoA est coloré en fonction du 
type d’atome avec les carbones en vert. Les molécules d’eau sont représentées par des 

sphères rouges 
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Figure 56 : Fermeture du "volet" autour du CoA. Le résidu N147 est relié au CoA par une 
liaison hydrogène permettant l’empilement de la chaine latérale du résidu W38. Le résidu 

W39 est alors positionné pour s’empiler sur le cycle prime de l’aminoglycoside.  
 
 
 

La néamine et la kanamycine se fixent entre les boucles reliant  β3 à β4, β5 à α5, β6 à β7, 

α1 à α2, et le feuillet β4 (figure 57) dans une région de la protéine riche en résidus chargés 

négativement (aspartate, glutamate) pouvant interagir avec les aminoglycosides chargés 

positivement (figure 58). Le cycle DOS s’empile sur le tryptophane 92 et le cycle prime 

(portant la position acétylée) s’empile sur le tryptophane 39. Les fonctions amines des cycles 

DOS et prime interagissent par liaisons hydrogènes avec les résidus D105 et D142. Pour la 

kanamycine, le troisième cycle (seconde) interagit également avec l’aspartate 90. La position 

de la boucle contenant cet aspartate est d’ailleurs modifiée dans la structure du complexe 

avec la kanamycine par rapport aux complexes avec le CoA seul ou le CoA et la néamine 

qui ne contient pas ce troisième cycle (figure 54). La reconnaissance de l’antibiotique par 

l’AAC(6’)-Ib se fait donc principalement par des acides aminés situés sur des boucles de 

surface flexibles permettant de s’accomoder aux différentes structures d’antibiotiques. 
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Figure 57 : Sites de fixation de la kanamycine (à gauche) et de la néamine (à droite). Les 

deux antibiotiques sont colorés en fonction du type d’atome avec les carbones en vert. Les 
molécules d’eau sont représentées par des sphères rouges. 

 
 
 

  
 
 

Figure 58 : Surface de l’AAC(6’)-Ib colorée en fonction du potentiel électrostatique (calculée 
avec PyMOL (Delano 2002)). A gauche : site de fixation du CoA, la partie pantéthéine 

s’insère dans un "tunnel" formé par la fermeture du "volet". A droite : site de fixation de la 
kanamycine, fortement électronégatif. (code couleur : bleu pour les potentiels positifs, rouge 

pour les potentiels négatifs) 
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C) L’AAC(6’)-Ib-cr 
 

1) Cristallogénèse 
 

Le variant AAC(6’)-Ic-cr (R92, Y169) confère une résistance élargie aux fluoroquinolones 

(ciprofloxacine et norfloxacine). Il a été purifié dans les mêmes conditions que l’enzyme 

sauvage et a cristallisé uniquement sous forme d’oursin (figure 59) dans la même solution de 

cristallisation que l’enzyme sauvage (1,344M K2HPO4 et 0,056M NaHPO4). Cependant les 

tentatives d’optimisation de cette piste de cristallisation n’ont pas donné de résultat. Nous 

avons alors tenté un ensemencement croisé avec les cristaux de l’enzyme sauvage mais là 

encore ces tentatives n’ont pas permis d’obtenir des cristaux 

exploitables pour la diffraction aux rayons X. D’autres tentatives 

pourront être réalisées en essayant d’autres conditions de 

purification, d’autres additifs et d’autres kits commerciaux de 

solutions de cristallisation. 

 

 

 

2) Modélisation de la structure 
 

A défaut de structure cristallographique, nous avons modélisé la structure du mutant 

AAC(6’)-Ib-cr avec le programme X-PLOR-NIH (Schwieters et al. 2003) en nous basant sur 

la structure de l’AAC(6’)-Ib. Les deux mutations sont localisées dans les boucles de surface 

formant le site de liaison de l’antibiotique. Nous avons supposé, pour le calcul du modèle, 

que le repliement global n’était pas significativement perturbé. Dans un premier temps, les 

deux mutations ont été introduites manuellement dans PyMol, et la structure a été minimisée 

dans X-PLOR, afin d’obtenir un modèle de la structure de ce variant. La ciprofloxacine a été 

ensuite positionnée en superposant son cycle pipérazinyle sur celui de l’HEPES, en testant 

différents rotamères autour de la liaison pipérazine-quinolone. Les modèles ont été affinés 

par dynamique moléculaire sous contraintes, en fixant la position de l’azote acétylable du 

cycle pipérazine afin qu’il reste en position dans le site actif. Pour quatre des six rotamères 

testés pour l’antibiotique, les différents affinements convergent vers des structures très 

proches dont un exemple est représenté sur la figure 60 avec un agrandissement du site de 

fixation de la ciprofloxacine. Les deux derniers rotamères n’ont pas convergé vers des 

structures satisfaisantes sur le plan de la stéréochimie, conservant de nombreuse gènes 

stériques, elles ont donc été écartées. Les acides aminés mutés, R92 et Y169, situés sur 

des boucles formant la poche de fixation des antibiotiques (boucles reliant β3 à β4 et β6 à β7 

respectivement), interagissent avec la ciprofloxacine dans ce modéle. La tyrosine peut 

 
Figure 59 : Piste de 

cristallisation en oursin 
obtenue pour le variant Ib-cr 
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s’empiler sur l’hétérocycle quinolone de la ciprofloxacine et l’arginine peut interagir par 

liaison hydrogène avec les fonctions oxo ou carboxylique. Il semble donc vraisemblable que 

ces deux acides aminés mutés, en interagissant directement avec l’antibiotique, permettent 

la reconnaissance des fluoroquinolones, structuralement différentes des aminoglycosides. 

Dans notre modèle, la ciprofloxacine interagit également avec le résidu W93 de la boucle 

reliant β3 à β4 et le résidu D105 sur le feuillet β4. L’étude par cristallographie de ce variant 

doit être poursuivie pour valider notre modèle. 

 

 
 
 

 
 
Figure 60 : Modélisation de la structure de l’AAC(6’)-Ib-cr complexée avec la ciprofloxacine. 

Les acides aminés mutés sont représentés en rouge. La ciprofloxacine est colorée en 
fonction du type d’atome. 
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D) Comparaisons et analyses des structures 
 
 

1) Les différents mutants d’AAC(6’)-Ib 
 
 

La résolution de ces structures nous a permis d’apporter une explication possible sur les 

différents phénotypes de résistance. Pour l’AAC(6’)-Ib11, les deux acides aminés mutés L106 

et S107, conférant un spectre d’activité plus étendu, ne sont pas en interaction directe avec 

l’antibiotique. Ces deux mutations déstructurent fortement le feuillet β4 pour former une 

boucle. La position des hélices de part et d’autre de ce feuillet β est alors perturbée. En 

particulier, le "volet" formé par les hélices α1, α2 et α3 est repoussé et ne peut plus interagir 

avec l’hélice α5 comme dans la structure de l’enzyme sauvage. La boucle reliant α1 à α2 est 

particulièrement affectée, le tryptophane 38 appartenant à cette boucle est déplacé de 15 Å 

(figure 61). L’amplitude du déplacement de cette boucle pourrait être amplifiée en partie par 

la différence d’empilement cristallographique. Néanmoins, la restructuration du feuillet β4 est 

réelle et importante et empêche stériquement la fermeture complète du volet, elle représente 

donc une pertubation majeure. La petite hélice additionnelle présente dans ce volet dans la 

structure du sauvage ne se forme plus dans la structure du mutant Ib11. Ceci a pour 

conséquence d’augmenter largement le volume du site de fixation des aminoglycosides 

(figure 62). L’enzyme peut donc accepter une plus grande variété d’antibiotiques y compris 

ceux possédant des groupements alkyles encombrants comme l’amikacine ou la 

gentamicine. Ces mutations n’agissent donc pas directement sur la fixation du ligand mais 

modifient un élément de structure secondaire perturbant l’arrangement à trois dimensions du 

site de fixation.  



Chapitre II  Résultats 

 - 104 -   

 

 
Figure 61 : Superposition de la structure de l’AAC(6’)-Ib (en vert) et du mutant AAC(6’)-Ib11 

(en bleu). Les acides aminés mutés sont représentés en rouge, la kanamycine est 
représentée en jaune. La flèche indique le décalage du "volet" provoqué par la 

déstructuration du feuillet β4 due aux mutations. 
 
 

  
 

 Figure 62 : Comparaison du volume du site de fixation des aminoglycosides dans la 
structure de l’AAC(6’)-Ib sauvage (à gauche) et dans la structure du variant à large spectre 
AAC(6’)-Ib11 (à droite). Pour ce dernier, la position de la kanamycine a été modélisée par 

rapport à celle observée dans le sauvage. Le volume du site de fixation des antibiotiques est 
plus important pour le mutant. 
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L’hélice α3, impliquée dans la dimérisation, se situe à l’arrière du "volet" dont la position 

est fortement modifiée par les mutations. Son orientation est donc modifiée dans le variant 

AAC(6’)-Ib11 ce qui permettrait d’expliquer la différence d’oligomérisation entre l’AAC(6’)-Ib et 

le variant Ib11 (figure 63). 

 

Pour le variant AAC(6’)-Ib-Cr, la modélisation de la structure semble indiquer que les 

mutations, situées sur des boucles, permettent une interaction directe avec le substrat. Ces 

mutations permettent alors la reconnaissance des fluoroquinolones.  
 

 
 

Figure 63 : Superposition de l’AAC(6’)-Ib monomérique (en vert) et de l’AAC(6’)-Ib11 
dimérique (en bleu). La position de l’hélice impliquée dans la dimérisation est  modifiée par 

les mutations, cette hélice étant située à l’arrière du "volet".  
 

 
Ces travaux ont donné lieu à une publication soumise à EMBO reports, actuellement en 

révision, présentée à la fin de ce manuscrit. 

 

α3 
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2) Comparaison avec les AAC(6’) de structure connue (Iy et Ii) 
 
 

a) Topologie 

 

Le site de fixation du CoA est très similaire dans les différentes structures d’AAC(6’). Par 

contre, le mode de reconnaissance de l’antibiotique est différent dans l’AAC(6’)-Ib. 

L’AAC(6’)-Iy est active sous forme dimérique uniquement puisque le site de fixation de 

l’antibiotique est formé pour cette enzyme par des résidus provenant des deux monomères 

(figure 64). Son mode de dimérisation passe par un échange de brin (β6) qui vient interagir 

avec l’antibiotique. L’AAC(6’)-Ii est également dimérique en solution. Aucune structure de 

cette enzyme complexée avec un antibiotique n’a été résolue. Ceci empêche d’identifier 

avec certitude les résidus en interaction directe avec le substrat. Cependant, le site probable 

de fixation de l’antibiotique se situe dans une région de la protéine proche de l’interface avec 

l’autre protomère suggérant une interaction possible entre l’antibiotique et cet autre 

protomère (figure 64). De plus, il a été montré qu’une coopérativité existait entre les deux 

site actifs de cette enzyme (Draker et al. 2003). Au contraire, pour l’AAC(6’)-Ib11, dimérique 

en solution et dans le cristal, le site de fixation des antibiotiques est clairement porté par un 

seul monomère, indépendemment de l’autre, indiquant une activité possible de l’enzyme 

sous forme monomérique (figure 64). Ceci est étayé par le fait que les AAC(6’)-Ib et AAC(6’)-

Ib-cr soient observées, en solution et dans le cristal, sous forme monomérique uniquement 

(voir I, figure 24).  
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Figure 64 : Topologies comparées des AAC(6’)-Iy, Ii et Ib11. Le site de fixation de 
l’antibiotique est représenté par un disque jaune. L’interface de dimérisation est entourée par 

des pointillés.  
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D’autre part, le site de fixation de l’antibiotique pour l’AAC(6’)-Iy est prolongé par un long 

canal chargé négativement à l’interface des deux monomères (figure 65). Ceci suggère que 

l’AAC(6’)-Iy pourrait fixer d’autres molécules polycationiques plus longues que les 

aminoglycosides comme les lipopolysaccharides par exemple. Le site de fixation de 

l’AAC(6’)-Ib semble plus spécifique des aminoglycosides. L’AAC(6’)-Iy pourrait donc avoir 

une activité physiologique autre que celle de résistance aux aminoglycosides alors que cette 

activité semble être l’activité principale de l’AAC(6’)-Ib.  

 

 
 

Figure 65 : Surface de l’AAC(6’)-Iy colorée en fonction du potentiel électrostatique. Le site 
de fixation de l’antibiotique se prolonge par un long canal chargé négativement à l’interface 

des deux monomères. 
 

 

 

Dans l’AAC(6’)-Ii on observe également un canal chargé négativement, encore plus long, 

et qui relie les deux sites actifs des deux monomères en une seule profonde crevasse à 

l’interface du dimère (figure 66). Ceci est indiqué schématiquement sur la figure 64 par la 

zone en jaune. Des substrats beaucoup plus longs que les aminoglycosides pourraient donc 

se fixer dans le site actif de cette enzyme comme pour l’AAC(6’)-Iy.  

Canal chargé négativement 
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Figure 66 : Surface de l’AAC(6’)-Ii dimérique colorée en fonction du potentiel électrostatique. 
Le canal chargé négativement pouvant être une zone de fixation de substrats est représenté 

par un trait pointillé noir. 
 
 
 

b) Mécanisme enzymatique 

 

Un mécanisme de la réaction catalysée par l’enzyme peut être proposé (figure 67). Ce 

mécanisme a été décrit pour l’AAC(6’)-Iy (Vetting et al. 2004) et pour une autre AAC, 

l’AAC(2’)-Ic (Vetting et al. 2002). Dans le cas de l’AAC(6’)-Iy, l’aspartate 115 joue le rôle de 

base pour déprotoner l’amine en position 6’ des aminoglycosides. Cette réaction s’effectue 

via une molécule d’eau. Dans le cas de l’AAC(6’)-Ib, l’aspartate 142 équivalent pourrait 

également jouer le rôle de base via une molécule d’eau. Mais un autre aspartate (D105), 

absent dans les autres AAC(6’), pourrait aussi capter directement le proton de l’amine sans 

passer par une molécule d’eau (figure 67). Cette différence au voisinage immédiat de l’amine 

acétylable, par rapport aux autres AAC(6’) pourrait jouer un rôle dans son efficacité accrue 

sur les antibiotiques qui possèdent une amine secondaire, plus difficile à déprotoner, comme 

la gentamicine. Après cette déprotonation, l’amine 6’ située à 3,09 Å de l’atome de soufre du 

CoA pourrait attaquer directement la fonction thioester de l’acétyl-CoA. L’intermédaire 

réactionnel formé présente un atome de carbone asymétrique. Enfin, la tyrosine 154, située 

à 3,9 Å de l’atome de soufre, pourrait jouer le rôle d’acide pour protoner le thiolate du CoA. 

Cette tyrosine est équivalente à la tyrosine 126 de l’AAC(2’)-Ic, jouant le rôle d’acide dans la 

réaction catalysée par cette enzyme. Une molécule d’eau, un peu plus près (3,7 Å), pourrait 

également jouer ce rôle, comme dans le cas de l’AAC(6’)-Iy.  
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Figure 67 : Mécanisme de la catalyse enzymatique proposé à partir de la structure du 
complexe ternaire entre l’AAC(6’)-Ib, le CoA et la kanamycine. 

 
 

L’ordre de fixation des substrats lors de la réaction enzymatique est également différent 

pour l’AAC(6’)-Iy et pour l’AAC(6’)-Ib. Dans le cas de l’AAC(6’)-Iy, la fixation des ligands se 

fait dans un ordre aléatoire (Vetting et al. 2004) alors que pour l’AAC(6’)-Ib la réaction est 

ordonnée, avec l’acétyl-CoA qui se fixe en premier (Kim et al. 2007). Comme discuté 

précédemment, ceci peut s’expliquer par la présence du "volet" qui est plus long dans 

l’AAC(6’)-Ib. La fermeture de ce "volet" autour de l’acétyl-CoA permet de placer les acides 

aminés interagissant avec l’antibiotique dans une position favorable à cette interaction. La 

fixation de l’acétyl-CoA avant l’antibiotique permettrait donc de faciliter la liaison de 

l’antibiotique, ce qui justifierait le mécanisme ordonné. Dans l’AAC(6’)-Iy, ce "volet", plus 

court, ne peut pas se refermer complètement autour de l’acétyl-CoA et on n’observe donc 

pas de “tunnel” autour du bras pantéthéine. Le substrat se fixant en premier dans le site actif 

pourrait donc être aléatoirement l’acétyl-CoA ou l’antibiotique. 

 

3) L’AAC(6’)-Ib dans la super-famille des GNAT 
 

Le repliement de l’AAC(6’)-Ib confirme son appartenance à la super-famille des GNAT. La 

topologie des protéines de cette superfamille est remarquablement conservée, en particulier 

le feuillet central (β1 à β5), en dépit d’identités de séquence de seulement 3 à 23 % (Dyda et 

al. 2000 ; Vetting et al. 2005). La figure 68 représente les structures de différentes protéines 

appartenant à cette super-famille comparée à celle de l’AAC(6’)-Ib, les éléments de structure 

secondaire conservés sont colorés de la même couleur dans chaque structure. Le feuillet 

central contient des éléments des quatre motifs de séquence conservés (A, B, C, D) 
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identifiés avant que des informations structurales ne soient apportées (figure 70). Le site de 

fixation du CoA est très bien conservé au sein de cette super-famille. Les résidus formant le 

site de fixation du CoA appartiennent essentiellement à des éléments de structure 

secondaire, formés par des résidus des motifs de séquence conservés.  

 
 

Figure 68 : Comparaison de différentes structures de GNAT. Les éléments de structure 
secondaire conservés dans l’ensemble des GNAT sont colorés. Adaptée de Burk et al (Burk 

et al. 2003). 
 

Le feuillet β4 contient, dans les structures des GNAT, une “hernie” (β bulge) en son centre 

formée par deux résidus (Dyda et al. 2000). Ce motif structural, pourtant très bien conservé, 

n’est pas présent dans l’AAC(6’)-Ib. Il avait été proposé que cette hernie soit nécessaire à 

l’ouverture en V du feuillet parallèle formé par les brins β4 et β5, les résidus de ce renflement 

effectuant des liaisons hydrogènes avec le brin β3. Cette séparation des brins β4 et β5 

induite par cette hernie forme le site de fixation de l’acétyl-CoA. Or ce motif n’est pas présent 

dans l’AAC(6’)-Ib mais la même séparation des brins formant le site de fixation du CoA est 
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observée (figure 69). Cette hernie conservée n‘apparaît donc pas comme étant le motif 

structural nécessaire à la formation du site de fixation de l’acétyl-CoA. 

Il ne semble pas exister, au sein de cette super-famille, de résidus catalytiques 

conservés. Cependant, l’aspartate 142 jouant le rôle de base via une molécule d’eau pour 

déprotoner l’amine acétylée dans la cas de l’AAC(6’)-Iy est partiellement conservé, y compris 

dans l’AAC(6’)-Ib. La présence d’une tyrosine permettant la protonation du thiolate du CoA 

est également observée dans plusieurs enzymes mais n’est pas conservée dans l’ensemble 

de la super-famille (figure 70).  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figure 69 : Comparaison des chaînes principale de l’AAC(6’)-Ib et de l’AAC(6’)-Ii. La hernie 
du feuillet β4 de l’AAC(6’)-Ii est coloré en rouge 
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Figure 70 : Alignement de séquence de protéines appartenant à la super-famille des GNAT. 
La structure de l’AAC(6’)-Ib est représentée au dessus. Les résidus conservés sont indiqués 

en blanc sur fond rouge, les résidus partiellement conservés sont indiqués en rouge. La 
position des mutations du variant Ib11 sont indiquées par des ronds bleus, celles du variant 

Ib-cr par des ronds rouges. Les résidus impliquées dans le mécanisme catalytique sont 
repérés par des étoiles.  
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Chapitre  III : Discussion 
 
 

Les structures obtenues permettent d’apporter une explication possible sur l’origine 

structurale des différents phénotypes de résistance conférés par cette enzyme. De plus, ces 

structures nous ont  permis de découvrir un nouveau motif, ligand de l’enzyme, représentant 

une piste intéressante dans la conception d’inhibiteurs. De nouvelles propositions peuvent 

être faites dans la stratégie de contournement de la résistance enzymatique aux 

aminoglycosides.  

 
 

I. Origine de la résistance  
 
 
 

La reconnaissance des antibiotiques par l’AAC(6’)-Ib se fait principalement par des 

boucles, contrairement aux autres AAC(6’) de structure connue. Ce mode de 

reconnaissance par des boucles confère à l’enzyme une plasticité structurale lui permettant 

de s’adapter plus facilement à d’autres substrats, comme les fluoroquinolones dans le cas du  

variant AAC(6’)-Ib-cr. En effet, des mutations des résidus de ces boucles de reconnaissance 

ne provoquent pas de changement de repliement de la protéine puisqu’elles ne touchent que 

des résidus de surface. Pour les autres AAC(6’), l’adaptation à d’autres substrats est plus 

difficile puisque des éléments de structure secondaire sont impliqués dans la 

reconnaissance de l’antibiotique et peuvent donc supporter moins de mutations. Ce mode de 

reconnaissance de l’antibiotique (figure 71) peut expliquer la dissémination importante de 

cette enzyme et de ces variants dans les souches résistantes. Son adaptabilité aurait facilité 

sa sélection face à la pression de l’usage des antibiotiques. Le fait que son gène soit porté 

par un élément mobile (intégron, transposon) a sûrement contribué aussi au “succès” de ce 

gène dans la population des pathogènes. Cette enzyme est donc une cible importante pour 

lutter contre ces phénomènes de résistance aux antibiotiques.  
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Figure 71 : Représentation schématique du mode de reconnaissance des antibiotiques par 
les trois formes de l’AAC(6’)-Ib.  

 

 

II. Stratégie de contournement de la résistance  
 

La présence de l’HEPES dans la structure de l’AAC(6’)-Ib11 entre le site de fixation du 

CoA et celui des aminoglycosides est une piste intéressante dans la conception des 

inhibiteurs. En effet, cette molécule se place dans le site actif de l’enzyme à cheval sur le site 

de fixation du CoA et sur celui de l’aminoglycoside. L’atome de soufre de l’HEPES se 

superpose à celui du CoA et l’atome d’azote du cycle pipérazinyle est proche de l’atome 

d’azote de l’amine acétylée des antibiotiques (figure 72). On peut donc considérer que 

l’HEPES est un analogue minimal de l’état de transition de la réaction d’acétylation. Ceci 

explique l’affinité de l’enzyme pour cette molécule observée en solution par STD (figure 50). 

Il est remarquable de noter qu’on retrouve un cycle piperazinyle dans la ciprofloxacine, dont 

l’azote est acétylé par le variant AAC(6’)-Ib-cr. Ceci confirme que le site actif peut accomoder 

ce pharmacophore et suggère que des fragments de type piperazine-éthane-sulfonate 

pourraient  donc être utilisés dans la conception d’inhibiteurs de cette enzyme.  
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D’autre part, dans la structure de l’AAC(6’)-Ib11, on observe une autre interaction 

intéressante dans le site actif qui pourrait être exploitée dans la conception d’inhibiteurs. Les 

chaînes latérales des tryptophanes 38 et 39 d’un symétrique cristallographique s’insèrent en 

effet à proximité de l’HEPES, dans le sillon où se glisse le bras pantéthéine du CoA, formant 

des interactions hydrophobes avec l’enzyme. Des molécules associant l’HEPES à un cycle 

indole ou à une molécule hydrophobe structuralement proche pourraient constituer un ligand 

de l’enzyme et donc un inhibiteur potentiel (figure 73). Différents fragments hydrophobes 

pourraient être criblés par les méthodes de RMN utilisées dans cette étude. L’avantage 

d’une telle molécule serait son caractère hydrophobe, permettant une meilleure pénétration 

dans les cellules bactériennes, contrairement à l’inhibiteur bi-substrat décrit chapître 

II (paragraphe II.E), très polaire du fait de la présence des phosphates du CoA. 

 

Les molécules bi-cycliques dérivées du DACP pourraient être optimisées à partir des 

informations apportées par la résolution des strucutres. Cependant, la résolution d’une 

structure de l’enzyme complexée avec un ou plusieurs de ces produits faciliterait cette 

optimisation. Des essais de diffusion de ces molécules dans les cristaux de l’AAC(6’)-Ib sont 

en cours. 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure 72 : Comparaison de la structure de l’HEPES avec les ligands de l’AAC(6’)-Ib. A 
gauche : superposition des ligands présents dans les trois structures d’AAC(6’)-Ib colorés en 

fonction du type d’atome avec les carbones en vert pour l’HEPES, en cyan pour la 
ciprofloxacine et en magenta pour la kanamycine et le CoA. A droite de haut en bas : 
structure de l’acétyl-CoA avec la kanamycine, de l’HEPES, et de l’acétyl-CoA avec la 

ciprofloxacine. 
 

Aminoglycoside 

HEPES 

Ciprofloxacine 
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Figure 73 : Insertion des tryptophanes du symétrique cristallographique à proximité de 
l’HEPES dans la structure de l’AAC(6’)-Ib11. A gauche : surface de l’AAC(6’)-Ib11, les 

carbones de l’HEPES sont colorés en cyan, le tryptophane coloré en vert provient d’un 
symétrique cristallographique. En haut à droite : Contact dans l’empilement cristallin 

montrant l’insertion de la boucle contenant les tryptophanes. En bas à droite : proposition de 
structure d’inhibiteur possible basée sur une combinaison d’HEPES et d’indole (ou d’un autre 

groupement hydrophobe), la longueur optimum de la liaison entre ces deux parties devra 
être déterminée. 
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Chapitre  IV : Conclusions et perspectives 
 

 
La résistance aux antibiotiques apparaît aujourd’hui comme un problème de santé 

publique majeur, en particulier à cause de l’apparition de souches de bactéries 

multirésistantes, notament par production d’enzyme de modification des antibiotiques. Nous 

avons étudié une enzyme de résistance aux aminoglycosides, l’AAC(6’)-Ib, codée par un 

élément génétique mobile. Cette enzyme catalyse l’acétylation des aminoglycosides ce qui 

empêche leur fixation sur leur cible. Nous avons également étudié deux variants de cette 

enzyme : le premier confère une résistance étendue à tous les aminoglycosides, le second 

confère la résistance aux fluoroquinolones, antibiotiques structuralement différents des 

aminoglycosides. La structure de l’enzyme sauvage a été résolue par cristallographie aux 

rayons X en complexe avec le CoA et avec le CoA et différents aminoglycosides (néamine, 

kanamycine). La structure du premier variant a également été résolue par cristallographie. 

Pour le deuxième variant, nous n’avons pas pu obtenir de cristaux exploitable pour la 

diffraction ce qui nous a conduit à proposer un modèle de la structure de  ce variant. Ces 

structures nous ont permis de mettre en évidence la plasticité structurale de l’enzyme lui 

permettant de s’adapter plus facilement à différents antibiotiques (aminoglycosides, 

fluoroquinolones). En parallèle de ces études structurales, nous avons mis au point un 

analogue du cycle central des aminoglycosides, le DACP. Cet analogue se fixe sur la cible 

des aminoglycosides (site A de l’ARN 16S) ainsi que sur l’enzyme de résistance. Ce 

composé présente l’avantage, contrairement aux aminoglycosides, d’une synthèse simple et 

de rendement élevé. A partir de cet analogue, nous avons criblé par RMN sur l’enzyme une 

série de molécules, dérivées de ce mime, et nous avons pu identifier les molécules 

possédant la meilleure affinité. Ces molécules sont des pistes intéressantes pour lutter 

contre la résistance enzymatique aux aminoglycosides. A partir de ces molécules, deux 

stratégies sont possibles : la première stratégie consiste à concevoir de nouveaux 

antibiotiques, analogues d’aminoglycosides, échappant aux modifications catalysées par ces 

enzymes (présentant une faible affinité pour l’AAC(6’)-Ib), la seconde consiste à concevoir 

des inhibiteurs de ces enzymes de résistance (présentant une forte affinité pour l’AAC(6’)-Ib) 

utilisés en combinaison avec les aminoglycosides actuels.  

 
Concernant la première approche, les structures des différentes formes de l’AAC(6’)-Ib, 

résolues dans cette étude, apportent une aide précieuse pour la conception d’analogues 

d’aminoglycosides qui ne soient pas substrats de l’enzyme. Les molécules dérivant du DACP 

étudiées dans ce travail, représentent une piste de départ pour cette conception de 

nouveaux antibiotiques. Il est également possible, à partir de la structure de l’AAC(6’)-Ib, 
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d’apporter des modifications sur les aminoglycosides déjà existants. La difficulté étant de 

modifier l’antibiotique pour empêcher sa fixation sur l’enzyme, tout en préservant son 

activité, c’est-à-dire en conservant son affinité pour sa cible (le site A de l’ARN16S, pour les 

aminoglycosides). Mais les aminoglycosides sont des molécules dont la synthèse est 

particulièrement longue et difficile. Ils sont généralement extraits de cultures bactériennes ou 

sont pour les plus récents, semi-synthétiques. Cette difficulté de synthèse représente un 

frein dans la découverte de nouveaux aminoglycosides échappant à la résistance 

enzymatique. De plus, l’AAC(6’)-Ib présentant une forte adaptabilité conférée par sa 

plasticité structurale, cette stratégie sera probablement un jour contournée par les micro-

organismes via l’apparition de nouvelles mutations, permettant la fixation de ces nouveaux 

aminoglycosides. Pour retarder l’apparition de ces mutations, il est nécessaire de poursuivre 

en continu la recherche sur les antibiotiques afin d’apporter régulièrement des modifications, 

ou de nouvelles molécules, afin de devancer l’adaptation des bactéries.  

 
Les structures des AAC(6’)-Ib permet également d’envisager la seconde stratégie, à 

savoir la conception d’inhibiteurs de l’activité enzymatique. Ces inhibiteurs empêcheraient la 

modification des antibiotiques par l’enzyme en occupant le site actif de l’enzyme. 

L’inconvénient de cette stratégie d’inhibition repose sur les complications engendrées par la 

pharmacologie combinée de deux produits. En effet, les problèmes d’administration et 

d’effets secondaires sont doublés et des interactions médicamenteuses peuvent exister. 

L’avantage de la stratégie de conception d’inhibiteurs est de pouvoir réactiver l’activité 

d’antibiotiques aujourd’hui abandonnés à cause de phénomènes de résistance trop 

importants. Les aminoglycosides étant toxiques, les doses ne peuvent être augmentées pour 

améliorer leur efficacité face aux souches résistantes. Des inhibiteurs permettraient donc de 

conserver des doses raisonnables du point de vue de la toxicité. Les différentes structures 

d’aminoglycosides acétyltransférases résolues permettent d’envisager la conception d’un 

inhibiteur à large spectre dirigé contre plusieurs acétyltransférases. La région de la fixation 

des antibiotiques est malheureusement variable dans les structures d’acétyltransférases et 

largement flexible dans le cas de l’AAC(6’)-Ib, sauf au voisinage immédiat du cycle acétylé. 

Elle représente donc, à notre avis, une mauvaise cible. Pour contourner cette difficulté, 

l’inhibiteur pourrait cibler une partie constante de ces acétyltransférases comme le site de 

reconnaissance du CoA, conservé dans les structures des GNAT. Cependant, un inhibiteur 

ciblant uniquement cette partie risquerait également d’inhiber d’autres acétyltransférases, en 

particulier chez l’hôte, et de générer des effets indésirables. Un compromis intéressant serait 

de cibler simultanément un site constant et un site spécifique. La région intermédiaire 

chevauchant la zone de fixation de l’antibiotique et celle du CoA, où se fixe l’HEPES, (motif 

piperazine-ethane-sulfonate) répond à ces contraintes et pourrait donc être une bonne cible. 
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Comme il s’agit directement du site catalytique, les possibilités de mutations conservant 

l’activité devraient être restreintes et limiter l’apparition de nouvelles résistances. 

L’observation fortuite de l’affinité de l’HEPES nous paraît donc une opportunité très 

intéressante car elle fournit une piste pour la conception d’inhibiteurs originaux répondant 

aux critères ci-dessus. De plus, les dérivés de type pipérazine-éthane-sulfonate pourraient 

aussi être utilisés pour inhiber l’AAC(6’)-Ib-Cr afin de lutter contre l’émergence de la 

résistance enzymatique aux fluoroquinolones. Nous avons mis au point une méthode de 

criblage par RMN permettant de sélectionner rapidement des ligands de l’enzyme. Cette 

méthode de criblage, utilisée pour les molécules dérivées du DACP, peut être appliquée aux 

dérivés d’HEPES. Nous avons commencé à cribler plusieurs molécules commerciales 

contenant le motif éthane-sulfonate ou indole afin d’explorer ces pistes, avec des résultats 

différenciés : certains dérivés se fixent à l’enzyme et d’autres pas. Une étude de relation 

structure-activité de ces produits permettra d’identifier les pharmacophores importants pour 

la fixation. La résolution de structures de complexes entre l’enzyme et les produits dérivés du 

DACP ou de l’HEPES permettrait d’optimiser les structures de ces produits afin d’obtenir un 

inhibiteur de haute affinité. Ces structures de complexes pourraient être obtenues en faisant 

diffuser ces molécules dans les cristaux d’AAC(6’)-Ib sauvage comme cela a été réalisé pour 

la kanamycine et la néamine. Il serait également interressant d’obtenir des complexes avec 

le variant AAC(6’)-Ib11. Pour cela de nouvelles conditions de co-cristallisation ou une 

nouvelle condition permettant de faire diffuser des antibiotiques ou des inhibiteurs potentiel 

dans les cristaux devront être découvertes. 

 

La découverte de nouveaux antibiotiques ou de composés inhibant la résistance aux 

antibiotiques permettrait d’apporter des solutions indispensables pour faire face aux 

bactéries multirésistantes et aux échecs thérapeutiques qu’elles peuvent engendrer à l’heure 

actuelle. Cette étude présente de nouveaux composés qui peuvent être utilisés dans cette 

construction de nouveaux traitements antibactériens. Même si la capacité d’évolution des 

bactéries leur permettra sans soute un jour de s’adapter aux nouvelles molécules mises sur 

le marché, la connaissance structurale des mécanismes de résistance est essentielle pour 

comprendre et prévoir l’adaptation des bactéries et permet donc de mettre en place les 

stratégies visant à éviter le développement de ces phénomènes de résistance. La 

résolutions des structures de l’AAC(6’)-Ib, présentées dans cette étude, représente un atout 

supplémentaire dans l’étude des mécanismes de résistance enzymatique. 
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Chapitre  V : Matériels et méthodes 
 

 

I. Production et purification des AAC(6’)-Ib 
 

L’ADN plasmidique codant pour l’AAC(6’)-Ib11 est extrait avec le kit Midiprep (Qiagen) et 

introduit par électroporation dans des souches d’Escherichia coli BL21 DE3. Les cultures 

bactériennes sont réalisées à 37°C sous agitation. A DO600nm = 0,6, la production de la 

protéine est induite par l’ajout d’IPTG (0.5 mM final) et la culture se poursuit pendant 2h à 

30°C sous agition. La culture est centrifugée (6000 tr/min) à 4°C. Le culot bactérien est 

resuspendu dans du tampon HEPES 20mM pH 7,5 supplémenté d’un cocktail d’inhibiteurs 

de protéases (Calbiochem). Les bactéries sont alors lysées par sonication. Après 

centrifugation à 13000 tr/min, le surnageant est récolté. Des tests préliminaires ont montré 

que les conditions optimales de solubilité de la protéine étaient à pH 7,5 et en absence de 

sel. La purification de l’AAC(6’)Ib11 a donc été effectuée dans en tampon HEPES pH7,5  en 

présence de DTT (1mM) pour éviter l’oxydation des cystéines (et ainsi éviter la formation de 

ponts disulfures intermoléculaires) et de 1mM EDTA pour limiter la protéolyse (tampon A). La 

purification s’effectue à 4°C en deux étapes et la pureté de la protéine est contrôlée sur gel 

SDS-PAGE (figure 75). La première étape de purification est une échangeuse d’anions (Q 

sepharose, Amersham). La colonne est préalablement équilibrée en tampon A puis l’extrait 

brut est chargé sur la phase. Après lavage de la colonne en tampon A, un gradient de sel (0 

à 500 mM NaCl) est effectué pour éluer la protéine d’intérêt. Les fractions contenant la 

protéine sont réunies, dialysées pour éliminer l’excès de sel, puis concentrées jusqu'à un 

volume de 10mL. Le deuxième étape de purification est une filtration sur gel (Superdex 75, 

230mL, Amercham) réalisé en tampon A. Les fractions contenant l’enzyme pure sont 

concentrées (15 à 20 mg/mL) sur centriprep (Millipore). Pour les deux autre enzymes, 

sauvage et mutante Ib-cr, la purification s’effectue selon le même protocole, excepté le 

remplacement du tampon HEPES par du tampon Tris-HCl au même pH. La concentration de 

l’enzyme est controlée par mesure de l’absorption à 280nm. Le rendement final de 

purification est de 20 à 40 mg par litre de culture en moyenne pour les trois enzymes.  
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Figure 75 : Gel SDS-PAGE des différentes étapes de purification de l’AAC(6’)-Ib11. Brut : 
dépôt d’un extrait cellulaire après sonication et centrifugation, Q : dépôt après colonne 

échangeuse d’ions Q-sépharose, Tamis : dépôt après le tamis moléculaire, dernière étape 
de purification. M : marqueurs de poids moléculaire.   

 
 

 
Pour produire l’enzyme sous sa forme séléniée sur les méthionines, une préculture de 

50mL en milieu LB est réalisée sur la nuit à partir d’un stock glycerol de l’enzyme AAC(6’)-

Ib11. Après centrifugation, le culot bactérien est lavé deux fois avec du tampon Tris-HCl 

20mM, NaCl 200mM, pH 8 stérile, puis est ajouté dans un litre de milieu minimum 

supplémenté de 20mg/L de sélénométhionine. La culture se poursuit à 37°C jusqu'à une 

turbidité de 0,6 (absorbance à 600 nm). L’induction est alors réalisée par l’ajout d’IPTG 

(0,5mM) et l’incubation est poursuivie pendant deux heures à 30°C. La purification de la 

protéine séléniée s’effectue dans les mêmes conditions que pour la protéine native. 

 
 

II. Test d’activité in vitro 
 

Pour déterminer l’activité enzymatique de l’AAC(6’)-Ib, nous avons utilisé le protocole 

décrit par Magnet et al (Magnet et al. 2001). L’acétylation de l’aminoglycoside libère un 

groupement sulfhydryle libre sur le coenzyme A, qui réagit avec le DTNB (reactif d’Ellman, 

acide-5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoïque)) pour former du 5-thio-2-nitrobenzoate. Ce dernier 

composé absorbe à 412 nm (jaune) (figure 76). L’activité enzymatique peut donc être 

repérée en mesurant sur un spectrophotomètre l’augmentation de l’absorbance à 412 nm 

(figure ). Le mélange réactionnel contient du tampon HEPES 50 mM pH 7.5, de l’acétyl-CoA 

50 µM, ainsi que 50 µM de substrat (le tampon phosphate a également été utilisé et aucune 

différence significative d’activité n’a été observée). La réaction est initiée par ajout d’une 
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petite quantité d’enzyme (0.5 µM) dans un volume total de 600 µL. Après 15 min 

d’incubation, 0.8 mM de DTNB sont ajouté au mélange réactionnel puis la densité optique à 

412 nm est mesurée et comparée à celle d’un mélange sans substrat. On réalise ainsi des 

mesures en point final et non pas  en cinétique continue, ce qui aurait été théoriquement 

possible en ajoutant le DTNB dès le départ dans le mélange réactionnel. Nous avons en 

effet observé que le DTNB a un effet inhibiteur sur l’activité enzymatique. Il semble 

vraisemblable que le DTNB réagisse avec la cystéine 153, qui est accessible dans la 

crevasse de liaison de l’acétyl-CoA et interfère donc avec la liaison du cofacteur. 
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Figure 76 : Schéma du principe du test d’activité enzymatique  

 

 

III. Mesure de CMI 
 

Les CMI ont été mesurées en milieu LB solide ou liquide. 20 µL de dilution de culture de 

bactérie (environ 104 cellules/mL) sont étalés sur 1 mL de milieu LB, additionné de 

concentrations croissantes d’antibiotique, solidifié dans les puits d’une boîte Linbro. Après 

18h à 37°C les colonies sont dénombrées sur chaque puit correspondant à une 

concentration d’antibiotique. La première concentration d’antibiotique pour laquelle aucune 

colonie n’est observée est prise pour valeur de CMI.  Les CMI peuvent également être 

mesurées en milieu LB liquide selon le même protocole. L’absence de croissance 

bactérienne provoqué par l’antibiotique à la valeur de CMI est controlée en mesurant la 

turbidité de chaque échantillon (absorbance à 600 nm). 
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IV. RMN 
 

Tous les spectres RMN sont enregistrés sur un spectromètre Bruker Avance 600 MHz 

équipé d’une sonde inverse triple résonance équipée de gradients z. Les données sont 

traitées sur une station Silicon Graphics par le logiciel Gifa.  

 

 

1) Marquage isotopique à l’azote 15  
 

Pour obtenir les empreintes RMN de la protéine seule ou en présence de ligand, nous 

avons réalisé un marquage à l’azote 15. Nous avons utilisé le même système d’expression 

que pour la protéine native. Le milieu de culture est un milieu commercial marqué à l’azote 

15 (Martek 9) supplémenté d’hydrolysat de cellule (5mg/L) également marqué à l’azote 15 

(Celtone). La culture et la purification de la protéine marquée sont effectués dans les mêmes 

conditions que pour la protéine non marquée. 

 

 

2) Spectre TROSY 
 

Les spectres à deux dimensions TROSY (Transverse Relaxation Optimized 

spectroscopY) (Pervushin et al. 1997) de l’enzyme marquée à l’azote 15 ont été réalisés. 

Ces expériences ont permis d’ontenir les empreintes de fixation des ligands sur la protéine. 

L’expérience TROSY est une optimisation de l’expérience HSQC (Heteronuclear Single 

Quantum Coherence) qui permet d’augmenter la sensibilité et la résolution des spectres. En 

effet, cette expérience permet la diminution de la relaxation transverse par suppression de 

corrélation croisée entre anisotropie de déplacement chimique et couplage dipôle-dipôle. Les 

transitions possédant les vitesses de relaxation les plus faibles parmi les quatres transitions 

simple quantum caractéristiques d’un système de deux spins couplés sont sélectionnées. Au 

lieu d’observer la moyenne des quatre transitions, on observe la transition donnant la raie la 

plus fine.  

 

 

3) Saturation Transfer Difference (STD) et Reverse NOE pumping (RNP) 
 

Les échantillons contiennent 1 mM de substrat et 20 µM d’enzyme dans 180 µl de tampon 

phosphate 20 mM, 10 % v/v D2O, pH 7.5. Un robot de pipettage Gilson injecte les 

échantillons automatiquement dans la sonde à flux continu. Tous les spectres sont 

enregistrés à 298 K, la suppression d’eau est effectuée par “excitation sculpting” (Hwang 
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1995). Nous avons utilisé un “spin lock” (ou filtre T1ρ) de 100 ms (B1=4600 Hz) après 

l’impulsion de lecture de 90° pour éliminer le signal de la protéine.  

Pour les expériences STD, l’irradiation est effectuée avec la porteuse à 0.5 ppm pendant 

1 seconde pour le spectre STD lui-même et à 20 ppm pour le spectre “hors-résonance”. Les 

résonances des protons des groupements méthyles de la protéine étant relativement 

proches des résonances de la kanamycine, nous avons essayé de saturer la région des 

aromatiques (7 ppm) de la protéine. Nous avons également diminué la puissance 

d’irradiation (environ 100 Hz au lieu de 200 Hz). Dans tous les cas, les spectres STD sont 

restés similaires. La présaturation sélective d’une bande de fréquence de la protéine est 

effectuée par un train d’impulsions gaussiennes de 50 ms séparés par un délai de 1 ms. La 

séquence d’impulsion (figure 77) est la suivante : délai de relaxation, train d’impulsion de 

présaturation, 90°, filtre T1ρ, suppression du solvant, acquisition. Un cyclage de phase 

effectue la différence des spectres STD et du spectres “hors-résonance”, une expérience sur 

deux.  

Pour les spectres RNP, le delai de transfert NOE est de 700 ms pour permettre la détection 

des interactions faibles. La séquence d’impulsions de cette expérience est présentée figure 

78. 

 

 

 

 
 
 

Figure 77 : Séquence d’impulsions de l’expérience STD sans supression d’eau. 
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Figure 78 : Séquences d’impulsions de l’expérience RNP. (a) : expérience RNP, (b) : 
séquence du spectre référence 

 
 
 

 

V. Mesure de constantes de dissociation 
 

Les constantes de dissociation des différents composés ont pu être mesurées par 

fluorescence à l’aide d’un spectrofluorimètre JASCO FP6200 équipé d’une cellule 

thermostatée. Toutes les mesures ont été effectuées à 21°C. La concentration de l’enzyme 

dans la cuve est de 1.8 µM dans 1 mL de tampon phosphate de potassium 20mM, 150 mM 

KCl, pH 7.5. La fluorescence intrinsèque des tryptophanes est excitée à une longueur d’onde 

de 280nm et détectée à 345 nm,  maximum d’émission de la protéine. Quatre des cinq 

tryptophanes de l’enzyme sont situés au voisinage direct des substrats, et deux d’entre eux, 

Trp39 et Trp92, s’empilent sur les cycles de l’aminoside. L’ajout de quantités croissantes de 

ligand se traduit par une extinction importante de fluorescence, ce qui permet d’accéder aux 

paramètres thermodynamiques de l’interaction. Ceux-ci ont été déterminés par régression 

non linéaire itérative. 
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VI. Antibiogrammes 
 

Les antibiogrammes sont réalisés selon la méthode de Kirby-Bauer (Bauer et al. 1966). 

Une préculture de bactéries (E. coli JM101) est effectuée pendant une nuit à 37°C, cette 

préculture est diluée au dixième dans une solution MgCl2 10 mM. 50 µL de cette dilution sont 

mélangés dans 5 mL de milieu agar dilué H-TOP (NaCl 8g/L, tryptone 10g/L, agar 8g/L) 
maintenu en surfusion à 50 °C et versés sur une boîte de Pétri préalablement remplie de 

20mL de milieu LB agar solide. Un disque de papier Watman imbibé de 10 µL de 

l’antibiotique à tester est déposé sur la boîte après solidification du milieu H-TOP contenant 

les bactéries. Pusieurs antibiotiques peuvent être testé sur une même boite de Pétri. Les 

boîtes sont alors disposées 18h à 37°C. Un disque d’inhibition de croissance des bactéries 

est observé autour du dépôt d’antibiotique. La concentration de l’antibiotique doit être 

suffisament grande pour observer un disque mais pas trop élevée pour ne pas que les 

différents antibiotiques se mélangent. Typiquement, les concentrations utilisées était de 1 à 5 

mM pour les aminoglycosides et de 50mM pour les produits synthètisé ‘’GB’’.Pour tester 

l’activité inhibitrice des molécules in vivo, la même technique est employée en comparant la 

taille du disque d’inhibition de croissance des bactéries pour 5 µL d’antibiotique (100 µM 

final) + 5 µL d’eau ou pour 5 µL d’antibiotique + 5 µL d’inhibiteur potentiel à 50mM. Si 

l’inhibiteur est actif, la taille du disque d’inhibition de croissance des bactéries doit être plus 

grand en présence de cet inhibiteur (activité de l’antibiotique restaurée). 

 

VII. Mesure de CI50 
 

Les valeurs de CI50 de la néamine et du GB109 ont été mesurées à partir du kit de 

transcription-traduction couplée (Easy Xpress protein synthesis mini kit, Qiagen). Des 

concentrations croissantes d’antibiotique sont ajoutées à chaque tube contenant le mélange 

réactionnel. La réaction est démarée par l’ajout de l’ADN matrice et les tubes sont incubés à 

37°C pendant une heure. La réaction est arretée sur la glace. La protéine traduite par ce kit 

est alors purifiée sur résine de nickel. Un extrait de chaque échantillon est déposé sur gel 

SDS-PAGE. Après migration, le gel est coloré au bleu de coomassie. Les bandes de ce gel, 

correspondant à la  protéine traduite, sont découpées pour chaque concentration 

d’antibiotique. Ces bandes sont placées dans de l’isopropanol 50% (v/v) et chauffées à 37°C 

pendant 10 minutes pour désorber le bleu de coomassie des bandes. L’absorbance est alors 

mesurée à 595 nm. La quantité de bleu étant sensiblement proportionnelle à la quantité de 

protéine sur le gel, nous avons pu estimer la valeur de concentration d’antibiotique pour 

laquelle une diminution de 50% de la protéine traduite était observé, c’est à dire la valeur de 

CI50.  



  Matériels et méthodes 

 - 130 -  

VIII. Cristallographie aux rayons X 
 

1) Cristallogénèse 
 

Les tests de cristallisation ont été en réalisés en utilisant la technique de diffusion de 

vapeur en gouttes suspendues. Les essais sont effectués en boîtes Linbro de 24 réservoirs 

contenant chacun 500 µL de solution de cristallisation. Les gouttes sont formées de 1,5 µL 

de solution de protéine concentrée (15 à 20 mg/mL) et de 1,5 µL de solution du réservoir. 

Ces gouttes sont déposées sur une lamelle de verre siliconée qui est ensuite retournée sur 

le reservoir préalablement graissé (figure 79). L'équilibre s'établit entre la goutte et le 

reservoir par diffusion des composés volatiles jusqu'à ce que la tension de vapeur soit la 

même dans la goutte et dans le réservoir. La goutte étant plus diluée que le réservoir, la 

concentration de cette goutte augmente. La protéine qui ne diffuse pas reste dans la goutte 

et se trouve elle aussi concentrée. L'état de sur-saturation s'établit donc progressivement en 

augmentant simultanément la concentration de la protéine et de l'agent précipitant, ce qui 

peut conduire à l'obtention de cristaux (figure 80). La figure 81 montre les photographies des 

cristaux obtenus pour les AAC(6’)-Ib et Ib11 ainsi que les conditions de cristallisation 

correspondantes. 

 

 

 
 

 

Figure 79 : Schéma représentatif de la méthode de diffusion de vapeur en gouttes 
suspendues. 
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Figure 80 : Diagramme de phase d’une protéine. 
 
 

 

 
 
 
 
 

Figure 81 : Conditions de cristallisation de l’AAC(6’)-Ib et de l’AAC(6’)-Ib11 ayant premis 
d’enregistrer des collectes de données au synchrotron. 

 

 

2) Cryocristallographie 
 

Afin de limiter les dommages dus à l’irradiation des cristaux par les rayons X, la collecte 

des données de diffraction s’effectue à très basse température sous un flux d’azote gazeux à 

100 K. Les cristaux sont préalablement congelés rapidemment dans l’azote liquide. 

Cependant, l’eau contenue dans les cristaux se congèle également et forme de la glace 

pouvant endommager le cristal et perturber l’interprétation des clichés de diffraction par la 

présence d’anneaux de glace. Pour remédier à ce problème, les cristaux sont trempés dans 

une solution cryoprotectante avant d’être congelés. Les cryoprotectants les plus utilisés sont 

1,5 M lithium sulfate 
0,1 M HEPES pH 7.5 
AAC(6’)-Ib11 20 mg/mL 

1,5 M K2HPO4 
0,06 M NaH2PO4 
0,1 M guanidine 
AAC(6’)-Ib 20  mg/mL 
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le glycerol, le MPD, l’éthylène glycol et les PEG de faibles poids moléculaires (PEG 200, 

PEG 400). Dans cette étude, les cristaux de protéine native ont été cryoprotégés en 

présence de 15 % de glycerol. Les cristaux de l’enzyme mutante Ib11 n’ont pas été 

cryoprotégés. En effet, l’ajout de cryoprotectant limitait le pouvoir diffractant des cristaux et 

les anneaux de glace observés étaient de faible intensité.  

 

 

3) Principe de la diffraction 
 

Pour qu’un objet diffracte une onde, la longueur d’onde incidente doit être de l’ordre de 

grandeur de l’objet étudié. Pour observer une macromolécule à la résolution atomique, il faut 

donc utilisé les rayons X dont les longueurs d’onde s’étendent de 0.1 à 3 Å.  

Il existe plusieurs sources de rayons X. Dans cette étude les données de diffraction ont été 

obtenues à partir d’une source synchrotron (ESRF Grenoble, lignes FIP et ID14). Le 

rayonnement synchrotron présente en effet plusieurs avantages :  

- la brillance spectrale du faisceau est très élevée ce qui permet de réduire le temps 

d’exposition ; 

- la géométrie du faisceau permet une meilleure résolution spatiale des taches de 

diffraction ; 

- le rapport signal sur bruit est amélioré ce qui permet un gain en résolution ; 

- la longeur d’onde ajustable permet d’utiliser la diffusion anomale de certains 

éléments. 

L’interaction d’un faisceau de rayons X avec un objet va générer un phénomène de diffusion, 

c’est à dire l’émission de rayons X de façon continue dans toutes les directions de l’espace. 

Dans le cas d’une macromolécule isolée, le signal émis est trop faible pour être détecté, car 

la majorité des rayons vont la traverser sans être diffractés. Un cristal étant constitué d’un 

très grand nombre de molécules identiques (de l’ordre de 1015) disposées périodiquement, le 

signal sera échantillonné selon un réseau périodique et amplifié proportionnellement au 

nombre de molécules identiques. 

L’objet (le cristal) peut être représenté comme le produit de convolution d’un motif (la 

macromolécule) par un réseau (caractérisé par la maille et le groupe d’espace du cristal). Le 

motif est répété à chaque nœud du réseau suivant les symétries du groupe d’espace. Le 

cliché de diffraction est la transformée de Fourier (selon la convention des cristallographes) 

de la densité électronique de l’objet et est donc le produit des tranformés de Fourier du motif 

par celle du réseau. La transformée de Fourier du réseau est un réseau, le reseau 
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réciproque. Le cliché de diffraction représente donc la transformée de Fourier de la densité 

électronique échantillonnée aux nœuds du réseau réciproque. 

 

ρ(xyz) = 1/V Σh Σk Σl Fhkl e -2πi (hx+ky+lz) 

 

L’équation précédente établit la relation entre le facteur de structure Fhkl et la densité 

électronique ρ. V est le volume de la maille cristalline, x, y z, sont les coordonnées dans 

l’espace direct et h, k, l, les indices du réseau réciproque. Fhkl est décrit par son module lFhkll 

et sa phase ϕ hkl : 

Fhkl  = lFhkll e i ϕ 
hkl

 

 

L’intensité mesurée Ihkl d’un rayon diffracté, obtenue après intégration des données, est 

proportionnelle au carré de l’amplitude du facteur de structure lFhkll2.  

Lorsque le cristal est soumis à un faisceau de rayons X, la famille de plans réticulaires 

d’indices de Miller (hkl) donne lieu à un faisceau diffracté si et seulement si la loi de Bragg 

est respectée :  

2dhkl sin (θ) = nλ 

 

où dhkl est la distance inter réticulaire de la famille de plans (hkl), θ l’angle entre la direction 

du faisceau incident de longueur d’onde λ et la famille de plans réticulaires. L’enregistrement 

d’un espace complet de diffraction nécessite de mesurer l’intensité d’un maximum d’ondes 

diffractées en tenant compte de la symétrie cristallographique. Le principe le plus 

couramment utilisé consiste à travailler en lumière monochromatique (λ constant), et à 

imposer un mouvement de rotation au cristal pour faire varier l’angle θ. 

 

4) Traitement des données 
 

a) Principe 

 

Le traitement des données a été effectué avec les programmes XDS (Kabsch 1993) et 

MOSFLM (Powell 1999). Lors de l’enregistrement des clichés de diffraction d’un cristal nous 

observons sur le detecteur des taches de diffraction : il s’agit des pixels du détecteur qui ont 

été excités par les rayons diffractés. Le nombre de photons reçus par l’ensemble des pixels 

formant la tache permet de déterminer l’intensité de cette dernière. La première étape du 

traitement des clichés de diffraction consiste à déterminer les paramètres de la maille 
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cristalline et le groupe d’espace. Des pics correspondant aux taches de diffraction sont 

mesurés sur une ou plusieurs images. Une liste de vecteurs entre pics est ensuite écrite 

permettant d’aboutir à l’estimation du réseau direct et du groupe d’espace. Par la suite, les 

données sont indéxées image par image, en affinant un certain nombre de paramètres 

comme la distance cristal-détecteur, la position du centre du detecteur, l’orientation du 

cristal, les paramètres de maille, etc. Les profils de diffraction prédits sont ajustés aux taches 

observées. Chaque tache est alors indéxée en h, k et l. Dans le même temps l’intensité de 

chaque tache de diffraction est mesurée en corrigant le bruit de fond.  

Enfin, la dernière étape du traitement consiste en la mise à l’échelle et à la réduction du jeu 

de données. Pour la mise à l’échelle, les données sont moyennées sur les réflexions 

équivalentes. Ces données moyennées peuvent alors être réduites à l’unité asymétrique. 

Cette dernière étape (mise à l’échelle et réduction) a été effectuée avec la suite de 

programmes CCP4 (Collaborative Computational Project, Number 4, 1994) SCALA et 

TRUNCATE.  

 

 

b) Evaluation  

 

Plusieurs critères permettent d’évaluer la qualité du jeu de données : 

 

- La valeur du facteur Rsym 

Le Rsym est un facteur d’accord entre les intensités équivalentes par symétrie, il donne une 

estimation de l’erreur relative des mesures d’intensité. 

 

Rsym = (Σhkl Ihkl - <Ihkl>) / (Σhkl <Ihkl>) 

 

Où Ihkl est l’intensité d’une réflexion d’indices hkl corrigée et mise à l’échelle et <Ihkl> est la 

moyenne de l’ensemble des intensités équivalentes. En général, les valeurs de Rsym 

acceptables sont comprises entre 4 et 15 % ; 

 

- La complétude 

La complétude des données est une mesure du nombre de réflexions uniques observées par 

rapport au nombre de réflexions uniques théoriquement mesurables. Elle est fonction du 

groupe d’espace, des paramètres de maille et de la résolution. La complétude doit être la 

plus proche de 100% ; 
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- La redondance 

La redondance traduit le nombre de fois qu’une réflexion unique a été mesurée. Plus une 

réflexion est mesurée un grand nombre de fois, meilleure sera l’estimation de son intensité 

moyenne I, plus petite sera celle de son écart type σ(I) et donc meilleure sera la qualité du 

jeu de donnée ; 

 

- Le rapport signal sur bruit : I/σ(I) 

Plus le signal est élevée par rapport au bruit de fond, meilleures sont les estimations  des 

intensités et donc des facteurs de structure. Ce facteur rend compte de la précision des 

mesures et permet de déterminer le seuil de coupure en résolution d’un jeu de données. 

 

 

c) Détermination des symétries non-cristallographiques 

 

Si le cristal contient plusieurs molécules dans l’unité asymétrique, celles-ci peuvent être 

reliées par des symétries non-cristallographiques. La recherche des axes non-

cristallographiques se fait par une fonction d’auto-rotation qui est une fonction d’auto-

corrélation dans l’espace de Patterson. La fonction de Patterson consiste en un produit de 

convolution de la densité électronique avec sa symétrique par rapport à l’origine. 

Pratiquement, elle se calcule comme une synthèse de Fourrier avec les intensités 

diffractées. 

Les cartes de Patterson contiennent alors des pics correspondant à tous les vecteurs 

interatomiques. Dans la fonction d’auto-rotation, la carte de Patterson native est superposée 

à elle-même. Si après une rotation ne correspondant pas à une rotation cristallographique, la 

corrélation est forte, cela met en évidence que cette rotation met en relation des molécules 

de l’unité asymétrique. 
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5) Détermination des structures 
 

Le problème majeur de la cristallographie des macromolécules tient dans la perte 

d’information des phases des ondes diffractées. Seules les intensités des faisceaux 

diffractés sont enregistrées et l’information de déphasage des ondes les unes par rapport 

aux autres est perdue. La levée de l’indétermination des phases peut être résolue par quatre 

techniques :  

- Le remplacement moléculaire 

- La diffusion anomale 

- Le remplacement isomorphe 

- Les méthodes directes 

Seules les techniques de remplacement moléculaire et de diffusion anomale à plusieurs 

longueurs d’onde (MAD, Multiple Anomalous Diffusion), utilisées dans cette étude, seront 

décrites ici. 

 
a) MAD 

 

- La diffusion anomale 

Le phénomène de diffusion anomale est dû au fait que le facteur de diffusion atomique 

(ƒ) d’un atome varie fortement, en module et en phase, dans la région du seuil d’absorption 

de l’atome. Dans les conditions dites « normales », c’est à dire lorsque la longeur d’onde 

incidente est loin du seuil d’absorption d’un atome, il n’y a pas de différence de phase entre 

l’onde diffusée par cette atome et celle diffusée par un électron. La rayonnement incident 

n’est pas absorbé car il ne possède pas assez d’énergie pour exciter les électrons. Un atome 

j se caractérise alors par un nombre réel, son facteur de diffusion ƒj, qui est corrélé au 

nombre d’électrons qui lui est associé. Dans ces condition, la loi de Friedel, qui rend compte 

de l’égalité des amplitudes de réflexions (hkl) et (-h-k-l), est respectée : 

 

lF(hkl)l = lF(-h-k-l)l et ϕhkl = - ϕ-h-k-l 

 

La loi de Friedel n’est plus respectée lorsque la longueur d’onde incidente est proche du 

seuil d’absorption d’un atome. Il y a alors absorption du rayonnement incident par les 

électrons des couches inférieures qui sont excitées vers des états d’énergie plus élevés. Il 

en résulte un changement de phase entre le rayonnement incident et le rayonnement 

diffracté (phénomène de résonnance). 
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Le facteur de diffusion ƒ est alors représenté par un nombre complexe qui dépend de la 

longueur d’onde λ du rayon incident : 

 

ƒj = ƒ ° + ƒ’(λ) + i ƒ’’(λ) 

 

Où f’ est la composante anomale sur l’axe réel et f’’ la composante anomale sur l’axe 

imaginaire (déphasage de π/2) (figure 82).  

Cet effet est fonction de la longueur d’onde incidente et de la nature de l’atome j. Il est plus 

important pour les atomes de numéro atomique élevé, dits atomes lourds (comme le 

sélenium qui possède 34 e-) que pour les atomes dits légers (majorité des atomes 

constituant les protéines, C, N, O entre 6 et 8 e-). 

 
 

Figure 82 : Non-respect de la loi de Friedel due à la diffusion anomale. P désigne la 
contribution des atomes qui diffractent « normalement » et H celle des atomes anomaux. 

FP(+) et FP(-) sont symétrique par rapport à l’axe horizontal (pas de diffuseur anomal dans la 
protéine). En l’absence de diffusion anomale, FH(+) et FH(-) sont également symétriques. 

Dans le cas d’une diffusion anomale, la contribution imaginaire implique le non-respect de la 
loi de Friedel, ici |FPH(+)| > |FPH(-)|. 

 
Le non respect de la loi de Friedel permet d’introduire une information supplémentaire pour 

le phasage : si le dérivé lourd présente de la diffusion anomale, F+
PH sera distinct de F-

PH. 

L’information anomale permet donc de calculer les phases. 
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- Le MAD 

La détermination des phases par la méthode MAD repose sur l’enregistrement de 

données de diffraction à trois longueurs d’onde correspondant  au maximum de ƒ’’, au 

minimum de ƒ’ et à une longueur d’onde loin du seuil d’absorption. 

La première étape pour la résolution des phases par MAD est la localisation des atomes 

lourds. Celle-ci est réalisée via le calcul d’une fonction de Patterson anomale, Pano(uvw), qui 

représente les vecteurs inter-atomiques des atomes lourds : 

 

Pano(uvw) = ∑hkl (Δ|F|ano)2 cos [2π (hu + kv + lw)] 

ΔDano = |FPH(+)| - |FPH(-)| 

 
La fonction de Patterson anomale, Pano(uvw), mime une fonction de Patterson dont les 

coefficients sont les carrés des modules de la contribution des atomes anomaux aux facteurs 

de structure. Les pics de la carte de Patterson anomale correspondent aux extrémités des 

vecteurs interatomiques des diffuseurs anomaux. Les éléments de symétrie, imposés par le 

groupe d’espace, engendrent des concentrations élevées de pics dans les sections de 

Harker. Un pic important révèle la présence d’au moins un site de fixation d’un atome 

anomal. La déconvolution de la fonction de patterson permet donc de déterminer la position 

des atomes anomaux dans la maille. 

 

Dans cette étude, nous avons utilisé le sélénium comme diffuseur anomal. Certains 

diffuseurs anomaux sont incorporés dans les cristaux par trempage ; dans le cas du 

sélénium, la culture bactérienne est réalisée en présence de sélénium. Celui-ci est alors bio-

incorporé dans la protéine sous forme de séléno-méthionine. Dans le cas de l’AAC(6’)-Ib, la 

présence de sélénium n’a pas modifié les conditions de cristallisation et n’a pas affecté le 

pouvoir diffractant des cristaux. Les valeurs de f’ et f’’ ont été déterminées au préalable à 

partir d’un spectre de fluorescence. Après traitement des trois jeux de données dans XDS, le 

phasage a été réalisé avec le programme SHARP. 

 
b) Remplacement moléculaire 

 

La technique du remplacement moléculaire nécessite que la structure d’une 

macromolécule présentant une séquence primaire homologue à celle de la macromolécule 

étudiée, ait été résolue. Cette méthode repose sur l’observation que des protéines 
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partageant un taux d’identité de séquence primaire de plus de 20-25 % présentent des 

structures similaires. 

L’objectif est de placer le modèle (macromolécule de structure connue) dans la maille 

cristalline de la protéine de structure inconnue. Le problème à six paramètres (3 angles 

d’orientation et 3 vecteurs de position) peut être décomposé en deux recherches 

successives à 3 paramètres. Le modèle est d’abord orienté dans la maille par une fonction 

de rotation puis il est positionné dans la maille par une fonction de translation.  

La qualité des solutions est estimée par la valeur du facteur R cristallographique : 

 

 
 

Dans ce travail, le remplacement moléculaire a été tenté pour résoudre le problème des 

phases dans le cas de l’AAC(6’)-Ib11. Le maximum d’identité de séquence avec des 

protéines de structures connues était de 23 %. Cependant cette technique n’a pas donné de 

solutions. La comparaison de notre structure, finalement résolue par MAD, avec les modèles 

utilisés pour le remplacement moléculaire, met en évidence des régions très différentes qui 

expliqueraient l’échec de cette méthode. Par la suite, nous avons utilisé le programme 

PHASER (Read 2001) de remplacement moléculaire pour résoudre la structure de l’AAC(6’)-

Ib à partir de la structure de l’AAC(6’)-Ib11.  

 

 
6) Affinement 

 
L’affinement est un processus itératif alternant la construction du modèle dans l’espace 

réel, construction manuelle (ici via les programmes O (Jones et al. 1991) ou Coot (Emsley et 

Cowtan 2004)) ou automatique (ARP/wARP (Perrakis et al. 1999)), et l’affinement dans 

l’espace réciproque (programmes CNS (Brunger et al. 1998) ou Refmac (Winn et al. 2001)). 

Le modèle construit dans la carte de densité électronique, même s’il est proche de la 

structure réelle, ne rend pas bien compte des données expérimentales. L’affinement 

cristallographique vise donc à réduire l’écart entre les facteurs de structure observés et 

calculés en affinant les paramètres du modèle. Le facteur de structure Fcalc est calculé par 

transformé de Fourier à partir du modèle atomique. Une grandeur indicatrice de l’état de 

l’affinement est le facteur R cristallographique explicité plus haut. 
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Du fait du grand nombre de paramètres à affiner, l’affinement est une étape qui est limitée 

d'une part par les capacités de calcul des ordinateurs et d’autre part par le rapport du 

nombre d'observations sur le nombre de paramètres. L'affinement n'est possible, et ne 

converge de manière satisfaisante, que si le nombre d'observations est supérieur au nombre 

de paramètres. Les paramètres sont en général au nombre de 4 par atome (x,y,z,B). Afin de 

contourner le problème du manque d’observations par rapport au nombre de paramètres, 

des restrictions sont apportées à partir des valeurs stéréochimiques standards, déterminées 

pour de petites molécules. Ces restrictions portent sur les longueurs et angles des liaisons 

covalentes, les angles dièdres des liaisons peptiques, les angles de torsions … 

Il faut également avoir des critères objectifs pour suivre l’affinement. Le facteur R n’est 

pas très objectif puisqu’il fait partie de la fonction à minimiser et que la modification des 

paramètres durant l’affinement va directement influencer sa valeur. En revanche, l'utilisation 

du facteur Rlibre (Rfree), calculé sur un jeu de réflexion exclues de l'affinement, permet d'avoir 

une estimation objective du protocole d'affinement puisque ce critère n’est pas basé 

directement sur les paramètres affinés. Les Fcalc sont calculés globalement à partir du 

modèle, et sont comparés aux Fobs servant à l’affinement (R) et aux Fobs exclus (Rlibre) une 

amélioration globale du modèle diminuera donc la valeur du facteur Rlibre. Une diminution du 

R sans diminution du Rlibre est le signe d'une modélisation de bruit à la place de l'amélioration 

du modèle. La diminution concomitante du R et du Rlibre valide donc le protocole 

d’affinement. D'autre part, la stéréochimie de la macromolécule sera également un critère 

validant la qualité de l'affinement. 
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Annexe 1 : Structure de l’acétyl coenzyme A (acétyl-CoA) 
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Annexe 2 : Plasmide 
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Annexe 3 : Système de purification IMPACT 
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Annexe 4 : Récapitulatif du criblage par RMN sur l’enzyme, des mesures d’affinités 
par fluorescence et du criblage d’activité antibiotique pour les molécules dérivées 
du DACP synthétisées. (n. d. = non déterminé) 
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Annexe 5 : Voie de synthèse des dérivés du DACP 
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Plasticité structurale et émergence d’antibiorésistance à large spectre : étude 
d’une aminoglycoside acétyl transférase et recherche d’inhibiteurs. 

 

La résistance aux antibiotiques apparaît aujourd’hui comme un problème majeur de santé 

publique, en particulier à cause de l’apparition de souches de bactéries multirésistantes par 

production d’enzymes de modification de ces antibiotiques. Nous avons étudié une de ces 

enzymes de résistance, l’AAC(6’)-Ib conférant la résistance aux aminoglycosides, 

antibiotiques à large spectre utilisés principalement en milieu hospitalier pour lutter contre 

des infections sévères. Deux variants de cette enzyme se sont répandus dans les souches 

cliniques résistantes : le premier confère une résistance élargie à tous les aminoglycosides, 

le second confère une résistance élargie à une autre classe d’antibiotiques, les 

fluoroquinolones. Nous avons résolu la structure de l’enzyme sauvage et du premier variant 

par cristallographie aux rayons X. Nous avons également modélisé la structure du deuxième 

variant. Ces structures nous ont permis d’apporter une explication possible sur l’adaptation 

de cette enzyme aux différents antibiotiques. En parallèle, nous avons réalisé un criblage de 

ligands de cette enzyme par RMN à flux continu robotisé. Nous avons pu isoler plusieurs 

motifs se fixant dans le site actif de l’enzyme constituant des pistes intéressantes dans la 

conception d’inhibiteurs de l’activité enzymatique. 

 

Mots clés : Résistance bactérienne, acétyltransférase, antibiotiques, aminoglycosides, 
fluoroquinolones, criblage, cristallographie, RMN. 

 
Enzyme structure plasticity and emergence of broad spectrum antibiotic 

resistance : study of an aminoglycoside acetyltransferase and inhibitor design. 
 
The emergence of multi-resistant pathogenic bacteria is a worldwide health issue. Recently, 

clinical variants of a single antibiotic-modifying acetyltransferase, AAC(6’)-Ib, have appeared 

that confer extended resistance to most aminoglycosides and, more surprisingly, to 

structurally unrelated fluoroquinolones. The corresponding gene is carried by mobile genetic 

elements and is present in most multi-resistant pathogenic strains, hence making it a serious 

threat to current therapies. We report the crystal structures of both narrow and broad-

spectrum resistance variants of this enzyme, which reveal the structural basis for the 

emergence of extended resistance. The active site displays an important plasticity and has 

adapted to new substrates by a large-scale gaping process. We have also obtained co-

crystals with both substrates, as well as with a simple transition state analog, which provides 

new clues for the design of inhibitors of this resistance mechanism. 

 
Key words : bacterial resistance, antibiotic, aminoglycoside, fluoroquinolone, acetyltransferase, 
screening, crystallography, NMR. 


