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TME : Transporteur de la membrane externe
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DES BACTERIES ET DES HOMMES
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I. Les bactéries

A. GENERALITES

Les bactéries sont I’une des premieres formes de vie apparue sur notre planéte. De ce
fait les hommes et les bactéries ont toujours co-évolué. Les bactéries sont présentes dans
I’environnement comme dans les sols ou elles jouent un rdle important dans la décomposition
des végétaux ou dans 1’eau ou elles servent de nourriture aux protozoaires. Les bactéries
jouent également un role important dans I’organisme humain. Le microbiome est ainsi
essentiel a des processus biologiques comme 1’ assimilation des nutriments.

La premiére observation des bactéries a été effectuée en 1676 par Antoine Van
Leeuwenhoek.! A ’époque elles sont appelées animacules, le terme bactérie n’a été utilisé
qu’a partir de 1838 apres la publication des travaux de Christian Gottfried Ehrenberg. Le
terme bactérie a été par la suite redéfini en 1962 par Roger Stanier et Cornelis van Niel pour
définir tout organisme ne présentant pas d’organite membré. De ce fait, les bactéries ne
possedent pas de noyau.

Les bactéries ont été regroupées sous différentes familles en fonction de leur
morphologie. On retrouve par exemple les coques en forme de sphére, les bacilles en forme
de batonnet ou les Helicobacter de forme hélicoidale. Elles sont également discriminées par
rapport a leur besoin en oxygene, les bactéries n’ayant pas besoin d’oxygene pour se
développer sont dites anaérobie, tandis que celles qui en requierent sont dites aérobies.

L’amélioration des instruments d’observation, mais aussi le développement de la
microbiologie ont permis de mieux connaitre les différences structurelles entre ces

organismes.

B. STRUCTURE CELLULAIRE

En plus de la distinction des bactéries par leur morphologie et par leur capacité a se
développer en présence ou non d’oxygene, les bactéries peuvent étre divisé en deux grandes
familles : les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif. La discrimination des
bactéries a été faite au travers d’un test colorimétrique appelé coloration de Gram. La
coloration, ou non, des bactéries reflete une différence structurelle de 1I’enveloppe bactérienne.

Les bactéries Gram-négatives sont constituées de deux membranes lipidiques : la membrane
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externe et la membrane interne. Ces membranes sont séparées par le périplasme contenant un
peptidoglycane fin. Les bactéries a Gram-positif ne comportent qu’une membrane lipidique,

qui est recouverte d’une épaisse couche de peptidoglycane. (Figure 1)
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Figure 1 : Comparaison de la structure de I'enveloppe bactérienne chez les bactéries Gram positives et
Gram négatives. (source : https://microbewiki.kenyon.edu/images/1/1b/Gram.jpg)

Le peptidoglycane est un polymere constitué de sucre et d’acides aminés permettant a
la bactérie de maintenir son intégrité et sa structure en particulier vis-a-vis de la pression
osmotique. La structure du peptidoglycane est un enchainement alterné de N-
acétylglucosamine (NAG ou GlcNAc) et d’acide N-acétylmuramique (NAM ou MurNAc) lié
par une liaison B-1—4 et d’un tétrapeptide (Figure 2).

Les bactéries ne comportent ni organites, ni de noyau, le matériel génétique, sous
forme chromosomique circulaire et sous forme de plasmides, se trouve directement dans le
cytoplasme. Les protéines nécessaires aux processus métaboliques, notamment les ribosomes,
nécessaires a la traduction de I’ADN, sont également localisées dans le cytoplasme. Cette
organisation cytoplasmique est commune aux bactéries Gram-positives et aux bactéries
Gram-négatives. Ainsi, la différence principale entre les bactéries a Gram positif et négatif se
situe au niveau de I’envoloppe. Cette caractéristique expliquer pourquoi le spectre de certains
antibiotiques peut étre différent et affecter soit spécifiquement les bactéries Gram-positives,
soit présenter un spectre élargi aux bacilles Gram-négatifs. Les cibles biologiques étant
identiques chez les deux types bactériens, I’étroitesse du spectre d’un antibiotique est souvent

liée a la capacité de la molécule active a traverser I’enveloppe bactérienne. L’enveloppe
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bactérienne étant le premier obstacle rencontré par un xénobiotique, la complexité de

I’enveloppe des bactéries Gram négatives les prémunit contre de nombreux antibiotiques.

GlcNAc MurNAc
A A
r N\
CH4CONH CH,OH CH3CONH CH,0H CH5CONH
HO O  Ho 0 c')"o
o o o
e 0 ) o Lo ° o
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CH;CONH 0 CH,OH )\
o CH,OH o
\( 2 CH,0H
CHCONH ~ ©OH

Figure 2 : Structure du peptidoglycane. En rouge, liaison crée par la réaction de transpeptidation.

Adaptée de Vollmer et al.”

II. Les antibiothérapies

A. HISTORIQUE

Les antibiotiques sont définis comme des substances de faible poids moléculaire

permettant de tuer (bactéricide) ou d’inhiber la croissance et la division cellulaire

(bactériostatique) des bactéries. Avant la découverte de ces molécules, beaucoup de personnes

mourraient a la suite d’infections causées par des pathogénes comme Staphyloccucus aureus

et Streptoccocus pyogenes, infectant les plaies et causant des infections systémiques,

Streptococcus pneumoniae, causant des pneumonies, ou Mycobacterium tuberculosis,

pathogene responsable de la tuberculose. Ainsi les antibiotiques ont largement contribué a

I’augmentation de 1’espérance de vie de 1’€tre humain. Les travaux d’Alexandre Fleming a la
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fin des années 20, ont permis de mettre en lumiere que les moisissures ont un effet délétere
sur les cultures bactériennes. Cet effet délétere est attribué a une substance, produite par un
champignon de la famille des Penicilliums, que Fleming nomma pénicilline. Plusieurs années
ont été nécessaires a Florey et Chain pour extraire et purifier la pénicilline en quantité
suffisante pour pouvoir 'utiliser a des fins thérapeutiques. La pénicilline a aussi pu étre
utilisée a partir des années 40. En paralléle de ces recherches sur les 3-lactames, les chimistes
et notamment Gerhard Domagk ont mis au point le premier antibiotique de synthése, un
sulfamide 2 la fin des années 30.°

Ces deux grandes découvertes ont ouvert la voie aux traitements antibiotiques, la
recherche sur ces molécules connait son age d’or et des nouvelles classes d’antibiotiques sont
découvertes entre 1949 et 1962, principalement isolé a partir de sources naturelles. La
recherche de nouveaux antibiotiques a ensuite été peu récompensée entre les années 60 et les
années 2000, seul des modifications structurales dans des familles déja connues sont
reportées. Pendant cette période, les carbapénémes, qui font partis de la famille de [3-lactames,
ont été€ mis au point. Au début des années 2000, de nouvelles classes d’antibiotiques font leur
apparition, comme les oxazolidinones et les lipopeptides. Aujourd’hui, peu de nouvelles
classes d’antibiotiques sont en cours de développement et le nombre de nouveaux

antibiotiques de familles déja exploitées se réduit. (Figure 3).
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Figure 3 : a) Chronologie de l'apparition des différentes classes d'antibiotiques. Adapté de
Brown & Wright (2016)* et Walsch et al. (2003)° b) Nombre de nouveaux antibiotiques
approuvés entre 1980 et 2011. Tiré de Bassetti er al (2013)°

B. CIBLES ET MODES D’ ACTIONS DES ANTIBIOTIQUES

Les antibiotiques peuvent étre répartis en fonction de leur cible biologique et/ou par

leur mode d’action. En compilant les données correspondant aux antibiotiques actuellement

mis sur le marché, il apparait cinq principaux modes d’action :

- L’inhibition de la synthése de la paroi bactérienne

- L’inhibition de la synthese des protéines

- L’inhibition de la synthése de I’ADN

- La dépolarisation de la membrane

- L’inhibition d’une voie métabolique (exemple : le métabolisme des folates)
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Figure 4 : Principales cibles biologiques des antibiotiques actuels. Adaptée d’apres
Clatworthy et al.”

1. Inhibitions de la synthese de la paroi bactérienne

Comme nous I’avons mentionné précédemment 1’enveloppe bactérienne est
principalement composée de bicouches lipidiques et du peptidoglycane. Les [-lactames et les
glycopeptides sont des inhibiteurs de la syntheése du peptidoglycane. Les cellules eucaryotes
ne contenant pas de peptidoglycane, la biosynthése de ce biopolymeére est une cible de choix

pour des traitements antibiotiques présentant a priori des effets secondaires réduits sur I’hote.®

a) [lactames

Ces antibiotiques inhibent la biosynthése du peptidoglycane. La biosynthése de ce
biopolymere débute dans le cytoplasme, 1’acide N-acétylmuramique (NAM) est 1ié a un
pentapeptide, composé dans la majorité des cas des acides aminés : L-alanine - Acide D-
glutamique - Acide meso-diaminopimélique-D-alanine-D-alanine.” Le NAM-peptide est
transporté au travers de la membrane cytoplasmique et est lié avec la N-acétylglucosamine
(NAGQG). Le dérivé consitué de I’enchénement des sucres NAG et NAM, lié¢ au peptide, est
ensuite 1ié au peptidoglycane en croissance a l’extérieur de la membrane ou dans le
périplasme. Enfin, la réticulation des chaines glycanes linéaires est catalysée par la

transpeptidase. La réticulation a lieu entre 1’acide carboxylique du résidu D-Ala en position 4
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et de I’amine du diaminoacide en position en 3. La réaction entre ces deux fonctions forme

une liaison peptidique et élimine le résidu alanine en 5°™ et derniére position du petptide,

conduisant a I’obtention d’un tetrapeptide. (Figure 2 p.19 et Figure 5).
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Figure 5 : Mécanisme de la réaction de transpeptidation conduisant a la réticulation du
peptidoglycane. En bleu : chaine acceptrice, en rouge chaine donneuse, en vert : liaison crée par la
réaction de.

Les [-lactames tirent leur nom du fait qu’ils contiennent un amide cyclique inclu dans
un cycle a 4 chainons, appelé cycle B-lactame. Les [B-lactames peuvent étre regroupés en
différentes familles : les pénicillines 1, les céphalosporines 2, les carbapénemes 3 et les

monobactames 4 (Figure 6).
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Figure 6 : Structure du motif D-Ala-D-Ala mimé par les B-lactames et structures générales
des différentes familles de [-lactames.

Les [-lactames ont une structure mimant la terminaison D-Ala-D-Ala du peptide du

monomere de peptidoglycane. Lorsque la transpeptidase prend pour substrat un [3-lactame, la

sérine du site actif de 1’enzyme créer une liaison ester en réagissant avec le cycle [3-lactame.

Le B-lactame joue ici le role d’un inhibiteur suicide. L’intermédiaire acyl-enzyme ainsi formé

est stable et ne s’hydrolyse que lentement, ralentissant fortement le recyclage du site actif de

I’enzyme ce qui de fait ralentit, la syntheése du peptidoglycane. Ce mécanisme peut également

déclencher une autolyse de la paroi, conduisant a la lyse bactérienne' (Figure 7)
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Figure 7 : Mécanisme d'action des B-lactames. Adapté de Walsh (2000) ''. PBP (penicilin
binding protein), ici la transpeptidase dans notre exemple.

b) Glycopeptides

Les glycopeptides sont des produits naturels ou semi-synthétique. Le premier

glycopeptide a avoir été mis sur le marché est la vancomycine 5, un peptide tricyclique,

branché, glycosylé et d’origine non ribosomale (Figure 8). Cette molécule est obtenue par

fermentation de la bactérie Amycolatopsis orientalis. La vancomycine a montré une activité

antibiotique impressionnante sur les souches de staphylococci résistante aux [3-lactames. Elle
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a longtemps été le recours ultime contre les souches multi-résistantes de Staphyloccocus

aureus. Des résistances contre cet antibiotique sont désormais courantes.

H oH OH *Pyé
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© o HN

Figure 8 : Structure de la vancomycine.

Tout comme les [3-lactames, les glycopeptides inhibent la synthése du peptidoglycane,
mais par un mécanisme différent. Les glycopeptides ne sont pas des inhibiteurs suicides, ils
forment des liaisons hydrogenes avec le motif D-Ala—D-Ala du monomere de peptidoglycane
(NAG-NAM-pentapeptide) empéchant ainsi 1’étape d’élongation de la chaine glycosidique .
Compte tenu de son poids moléculaire, cette molécule n’est pas capable de passer la
membrane externe des bactéries Gram-négatives pour atteindre le peptidoglycane localisé
dans le périplasme. L’utilisation des glycopeptides est donc limitée aux bactéries Gram-

positives.

2. Inhibition de la synthése protéique

La biosynthése des protéines est I’ensemble des processus biochimiques permettant a
la bactérie de produire des protéines a partir de I'information génétique. Pour cela, ’ADN
chromosomique est transcrit en ARN messager (ARNm) qui est traduit par le ribosome en
protéine. Cette traduction se déroule en 4 étapes : ’initiation, 1’élongation, la terminaison et le
recyclage du ribosome.

Ce processus crucial peut étre inhibé par plusieurs familles d’antibiotiques agissant sur
différentes étapes de la syntheése protéique. Les tétracyclines (doxycline 6) inhibent
I’interaction de I’ARNt portant les acides aminés avec le ribosome, tandis que les phénicols

(chloramphénicol 7) inhibent la formation de liaison peptidique entre les acides aminés. Les
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aminosides aussi appelés aminoglycosides (gentamycine 8) induisent des erreurs lors du
décodage de I’ARNm, les macrolides (érythromycine 9) induisent des terminaisons
prématurées. Les oxazolidinones (linézolide 10), quant a elles, inhibent la formation du

complexe d’initiation.'*™ (Figure 9).

NH,

e Qi

-
o
(©)

Figure 9 : Structures d’antibiotiques inhibant la synthése protéique.

Les oxazolidinones ayant été particulierement étudiées dans le cadre de notre projet,
tout comme les antibiotiques de type [-lactame, nous avons souhaité décrire plus précisément
le mode d’action de ces composés. Les oxazolidinones sont une classe d’antibiotiques obtenus
par synthése organique et comptent parmi les antibiotiques les plus récemment mis sur le
marché. L’activité de ce type de molécule a été démontrée en 1987 et au cours du criblage de
plusieurs milliers de structures contenant le motif oxazolidinones, le linézolide 10 s’est
distingué pour son activité antibiotique in vivo combinée avec des propriétés
pharmacocinétiques, et de solubilit¢é compatibles avec le développement d’un antibiotique
potentiel.'®!” Le linézolide est, a ce jour, la seule oxazolidinone utilisée pour le traitement
d’infections chez 1’étre humain. Il est notamment utilis€é comme antibiotique de dernicre ligne
dans le traitement d’infections causées par Staphyloccocus aureus résistant a la méthicilline
(SARM) et les enteroccocci résistant a la vancomycine.'® Cependant les traitements par cette
molécule doivent étre limités dans le temps en raisons d’effets secondaires importants

(myélosuppression, inhibition des monoamines oxydases, etc.).!>?
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Le linézolide se lie de facon non covalente a la sous unité 50S du ribosome, plus

exactement dans le site A. Le linézolide inhibe I’initiation de la synthése peptidique en

occupant la position que devrait prendre I’acide aminé 1ié a I’ ARNt (Figure 10).'42!-22

Figure 10 : Structure tridimensionnelle du ribosome montrant la position prise par le

linézolide dans le site A. En vert: ARNt dans le site P, en bleu : ARNt dans le site A, en

jaune : position du linézolide. Tirée de Wilson et al.'*

De nouvelles oxazolidinones, le sultézolide 11, le radézolide 12, le tédizolide 13 ou
encore le cadazolide 14, un conjugué fluoroquinolone-oxazolidinone, sont en phases cliniques

afin de pallier aux effets secondaires du linézolide, mais aussi aux phénomenes de résistances

qui sont apparues dés le milieu des années 2000 (Figure 11).523

Figure 11 : Structures d’oxazolidinones en cours de développement.

Le linézolide reste un antibiotique a spectre restreint puisque son activité sur les

bacilles Gram-négatifs est faible a inexistant dans les concentrations utilisables chez 1’étre
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humain. Les nouvelles oxazolidinones 11 a 14 ne semblent pas capable d’étendre

significativement ce spectre.®

La découverte d’oxazolidinones capables d’inhiber la
croissance des bactéries Gram-négatives est I’un des moteurs actuels de la recherche sur cette

famille d’antibiotiques. C’est aussi I’un des ressorts du présent projet.

3. Inhibition de la réplication ou de la transcription de ’ADN

La synthése de ’ADN est primordiale pour la division cellulaire bactérienne
(réplication de I’ADN), nécessaire lors de la prolifération infectieuse. Dans ce contexte, les
quinolones puis leurs dérivés, les fluoroquinolones, ont permis d’inhiber cette étape
essentielle de la croissance bactérienne.

Les quinolones constituent une famille d’antibiotiques synthétiques, dont 1’acide
nalidixique 15 a été le premier représentant. Cette quinolone de premicre génération a été
utilisée dans le traitement des infections urinaires, bien qu’elle présente une activité modérée
et une faible absorption orale. Des modifications sur le noyau hétérocyclique, notamment la
substitution du cycle aromatique par un fluor, ont permis d’accroitre 1’activité de ces
antibiotiques.?> Plusieurs générations de fluoroquinolones ont ainsi été developpées. La
norfloxacine 16 et la ciprofloxacine 17 font partie de la deuxieme génération de
fluoroquinolones, tandis que la levofloxacine 18, 1’analogue levrogyre de 1’ofloxacine,

appartient a la troisieme génération et la moxifloxacine 19 a la quatrieme (Figure 12).
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Figure 12 : Structures de quinolones et de fluoroquinolones.

La cible principale de ces antibiotiques sont les topoisomérases bactériennes,
responsables de la dynamique fonctionnelle de I’ADN gyrase lors du processus de

réplication.?®?° Ces mécanismes comportent une étape ot I’ADN double brin est coupé. Lors
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de la coupure, chaque nouvelle terminaison 5’ de I’ADN est liée de maniere covalente a la
topoisomérase par une tyrosine du site catalytique, formant le « complexe de clivage ».>°
Apres le passage d’un second brin d’ADN au sein de la breche, les liaisons au sein de I’ADN
clivé sont reformées. Les topoisomérases lient I’ATP, dont I’hydrolyse fournie I’énergie
nécessaire au cycle catalytique. 28

Les fluoroquinolones s’inseérent dans la topoisomérase. Elles forment un pont entre
une sérine et un acide aminé portant un acide carboxylique (Glu/Asp) a I’aide d’un atome de
magnésium. 273! Cette insertion stabilise le complexe de clivage et empéche la reformation de
la coupure au sein de I' ADN. 3? (Figure 13)

Si les fluoroquinolones n’ont pas été utilisées directement dans le cadre du présent
projet, ces antibiotiques seront mentionnés dans la suite de ce manuscrit, car ils ont été
pendant trés longtemps 1’objet d’étude du laboratoire dans des approches de type cheval de

Troie utilisant les sidérophores comme vecteurs.

Figure 13 : A. Moxifloxacine dans le site actif de la topoisomérase. (En rouge :
moxifloxacine, en vert : ADN, en bleu ; topotisomérase, en orange: résidu tyrosine formant
une liaison avec I’ADN). Tiré de Laponogov et al (2009)* B. Liaison entre la moxifloxacine
(en jaune) ; 'ADN (en vert), la topoisomérase (en gris) et un atome de magnésium (en
vert).Tiré de Wohlkonig (2010).%

29



4. Dépolarisation de la membrane

Les lipopeptides font partie des antibiotiques les plus récemment mis sur le
marché. Bien que le premier lipopeptide, la daptomycine 20 ait été isolé en 1986 par des
chercheurs chez Eli Lilly, sa mise sur le marché ne date que de 2003. ** Ces antibiotiques ont
montré une activité antibiotique sur les bactéries a Gram positif mais ne sont pas efficaces sur

les bactéries 2 Gram négatif.** (Figure 14)
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Figure 14 : Structure de la daptomycine.

La chaine latérale alcane des lipopeptides interfere avec la bicouche lipidique et créent
des canaux laissant passer les ions potassium et causant une dépolarisation de la membrane.?
Ces éveénements conduisent a une inhibition des étapes de division cellulaire et de synthése du
peptidoglycane.*® La structure particuliére de 1’enveloppe des bactéries Gram-négatives est

donc une bonne protection contre de telles molécules.

5. Inhibiteur du métabolisme de I’acide folique

L’acide folique est un précurseur nécessaire a la syntheése de certaines bases
nucléiques. Chez les bactéries, 1’acide folique est synthétis€ a partir de D'acide p-
aminobenzoique (PABA) et de GTP. Cette réaction est catalysée par la dihydroptéroate
synthétase pour former 1’acide dihydropteroique.’’

Les sulfamides, comme le sulfaméthozaxole 21, sont des analogues du PABA. Cet
antibiotique inhibe de maniere compétitive la dihydroptéroate synthétase. Les sulfamides ont
une affinité plus forte pour leur cible que le substrat naturel. L’inhibition de cette étape du
métabolisme de I’acide folique ne permet pas de former les especes réactives nécessaires a la

synthése des bases nucléiques et inhibe donc la croissance cellulaire.’”-8
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En traitement clinique, le sulfaméthozaxole 21 est utilisé en combinaison avec le

triméthoprime 22, inhibant la dihydrofolate réductase, une enzyme également impliquée dans

le métabolisme des folates. La combinaison de ces deux substances génére un effet

synergique. (Figure 15)
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Figure 15 : Structure du sulfaméthozaxole 21 et du triméthoprime 22

C. LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Les antibiotiques sont probablement les médicaments qui ont le plus contribués a

I’allongement de I’espérance de vie des populations humaines au cours du XXe siecle. Ces

composés ont permis de soigner de nombreuses infections lors de leur introduction sur le

marché. Malheureusement, 1’utilisation thérapeutique d’un antibiotique conduit a 1’apparition

de certaines sous-populations bactériennes qui ne réagissent plus efficacement au traitement :

c’est le phénomene de résistance. La résistance peut €tre constatée quelques années apres la

mise sur le marché d’un antibiotique méme si désormais il est admis que les premieres

résistances peuvent apparaitre dés les phases cliniques notamment pour les antibiotiques les

plus récents. (Figure 16)
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Figure 16 : Frise chronologique représentant 1’entrée sur le marché des antibiotiques et

Cephalosporins

I’apparition des premiéres résistances.

Aujourd’hui il est

temps plus qu’une question d’activité initiale, de spectre d’activité ou de cible biologique. La
possibilité de mettre au point un antibiotique ne générant aucune résistance est de ce point de
vue illusoire puisque la résistance est un processus évolutif accéléré par la pression sélective
des antibiothérapies. Cette résistance peut-€tre naturelle, liée a la perméabilité ou au
métabolisme spécifique d’une bactérie. Néanmoins des résistances peuvent aussi étre
acquises. Les facteurs induisant cette résistance peuvent étre codés par des plasmides

transmissibles entre bactéries.

N

admis que la résistance a un antibiotique reste une question de

3941

mécanismes, que I’on peut regrouper en 3 catégories (Figure 17) :

- La diminution de la concentration intracellulaire de 1’antibiotique, soit par la

diminution de I’expression des systemes d’import, soit par I’expression des systémes

d’efflux.

Ces résistances peuvent s’appuyer sur différents

- L’inactivation de I’antibiotique, soit par hydrolyse, soit par modification chimique.

- La diminution de I’affinité entre I’antibiotique et sa cible par modification de la cible

ou par surexpression de la cible.
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Figure 17 : Les principaux mécanismes bactériens de résistance aux antibiotiques. A :
diminution de I’'import ou augmentation de I’efflux de I’antibiotique ; B : hydrolyse ou
modification chimique de I’antibiotique ; C : modification ou augmentation de la production
de la cible. Les sphéres blanches représentent I’antibiotique. Tirée de Yoneyama et al.*®

1. Modification de la cible

La modification de la cible peut avoir lieu soit par une mutation dans le génome
codant pour la cible, soit par une modification chimique post-traductionnelle sur la cible
biologique. Ainsi par exemple chez les enteroccoci résistants a la vancomycine, le dipeptide
D-Ala-D-Ala terminal du monomeére de peptidoglycane est remplacé par un peptide avec une
Ala-Lactate (Lac) (Figure 18). Cette modification fait perdre une liaison hydrogene entre la
vancomycine et le peptide, faisant diminuer I’ affinité d’un facteur 1000. Ce peptide est tout de

méme substrat de la réaction de transpeptidation.*?

La modification de la cible est également un mécanisme de résistance courant contre
les fluoroquinolones. Les acides aminés sérine et acide (Glu/Asp) nécessaires a liaison de
I’antibiotique dans le site catalytique sont substitués, conduisant a une importante réduction
de Daffinité de la fluoroquinolone pour le site liaison.*>** Dans le cas de la résistance aux
aminosides, I’ARN ribosomale peut étre méthylé par une méthyltransferase, conduisant a une
diminution de I’affinité de I’antibiotique pour sa cible sans impact sur la fonctionnalité du
ribosome.*** Enfin outre la modification de la cible, la surexpression de sa forme sauvage
peut aussi conduire a une forme de résistance dose-dépendante, puisqu’une quantité accrue de

cibles nécessite des concentrations efficaces en antibiotique plus importantes.
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Figure 18 : Vancomycine 1ié au motif D-Ala-D-Ala ou D-Ala-D-Lac du peptidoglycane. Tiré
de Walsh (2000)!!

2. Inactivation de I’antibiotique

L’inactivation des antibiotiques est le résultat de différents mécanismes enzymatiques,
soit par hydrolyse, soit par conjugaison avec une copule favorisant la métabolisation ou
I’élimination (phosphorylation, acétylation...). Parmi ces mécanismes, 1’hydrolyse des [3-
lactames est ’'un des mécanismes les plus courants pour la dégradation de 1’antibiotique. La
bactérie produit des enzymes, appelés [3-lactamases, capable d’hydrolyser le cycle des [3-
lactames. Les [-lactamases sont excrétées dans le milieu extracellulaire chez les bactéries a
Gram positif, et dans le périplasme chez les bactéries 2 Gram négatif.!® Une fois le cycle

hydrolysé, I’antibiotique n’est plus capable d’inhiber la transpeptidase.*® (Figure 19)
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Figure 19 : Mécanisme d’hydrolyse des [3-lactames par les 3-lactamases
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Les aminosides sont des antibiotiques qui ne sont pas sensible a 1’hydrolyse, leur
désactivation est due a des modifications chimiques covalentes. Il existe trois types de
modifications pour les fonctions réactives de 1’aminoglycoside : I’acétylation d’une amine, la
phosphorylation ou 1’adénylylation d’un hydroxyle. Ces mécanismes sont catalysés par

différentes enzymes de type transférase au sein de la bactérie.*’ (Figure 20)
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Figure 20 : Inhibition de la kanamycine par N-acétylation, O-phosphorylation ou O-
adénylylation. Tiré de Walsh (2000)"!

3. Réduction de la concentration intracellulaire de I’antibiotique

Afin d’étre efficace, 1’antibiotique doit atteindre une certaine concentration au sein de
la bactérie. Cette concentration une fois atteinte I’inhibition de la cible vient concurrencer
I’expression des cibles néo-synthétisées. Pour diminuer la concentration efficace des
antibiotiques, les bactéries peuvent diminuer [’expression des voies permettant a
I’antibiotique de rentrer ou elles peuvent aussi exprimer, ou sur-exprimer des systémes
membranaires d’efflux augmentant la reexcrétion des xénobiotiques.

Ainsi par exemple chez Pseudomonas aeruginosa, la porine OprD est, entre autres,
responsable du transport des carbapéneémes. Des souches cliniques n’exprimant plus cette
porine ont montré une résistance accrue a I’imipenéme.***° De plus Pseudomonas aeruginosa
exprime douze pompes d’efflux de la famille des RND (Résistance-Nodulation-Division). Ces
pompes permettent 1’extrusion des antibiotiques contenus dans le périplasme et dans le
cytoplasme vers le milieu extracellulaire.’®! Ces modifications des systémes d’import et la

mise en place de processus d’efflux des xénobiotiques confere une résistance a de nombreuses

35



classes d’antibiotiques ([B-lactames, fluoroquinolones, tétracyclines, phénicols, macrolides,
aminosides).*>>°

L’une des méthodes pour contourner ce type de résistance li€é a la perméabilité
membranaire est d’utiliser les voies naturelles d’import des nutriments exprimés par les
bactéries, pour accélérer ou promouvoir I’entrée d’antibiotique dans les compartiments
internes. Cette approche consiste a utiliser des conjugués entre un nutriment et un antibiotique
et miser sur la reconnaissance, le transport puis 1’accumulation des conjugués par les systémes
d’acquisition de la bactérie. Pour étre efficace ce type de stratégie dite du « cheval de Troie »
doit étre fondé sur un nutriment :

- essentiel a la bactérie

- non métaboliquement substituable

- dont les mécanismes d’import différent de ceux exprimés par 1’hote
Dans ce contexte, le fer et les mécanismes d’assimilation de ce métal sont des candidats

particuliérement prometteurs.
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DU FER ET DES BACTERIES
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I. Le fer : un nutriment essentiel pour les bactéries

Le fer est I’élément majeur qui constitue les planétes telluriques, comme notre planéte.
Le noyau terrestre est en effet constitué d’environ 35% de fer. Cet élément est également
retrouvé en quantité importante dans la croiite terrestre ou il est existe sous forme d’oxyde de
fer : FeO ou Fe;0s.

Le fer est un métal de transition connu pour pouvoir adopter plusieurs états
d’oxydation allant de -2 a +6. Néanmoins les formes les plus courantes du fer sont le Fe(II) et
le Fe(1ll). A pH physiologique et en milieu aérobie le fer est trés peu biodisponible
principalement a cause de la faible solubilité des oxydes de Fe(IIl) dans ces conditions. La
concentration en Fe(II) dans ’environnement est ainsi estimée a 10° M. Dans les fluides de
I’hdte, le fer est encore moins disponible car 1lié a différentes protéines, comme les
transferrines, les lactoferrines ou encore les protéines héminiques. De ce fait, la concentration
de fer libre dans ’organisme est estimé entre 1078 et 102* M.>2 La séquestration du fer par
I’héte permet de protéger 1’organisme contre des espéces chimiques réactives générées par le
fer par la réaction de Fenton (Fe’'uq + H202 — Fe¥*(aq) + OH (aq) + ‘OH ) mais aussi de
protéger I’organisme contre les infections en rendant ce nutriment essentiel moins disponible
pour les pathogenes.

En effet, a part Borrelia burgdorferi et Lactobacillus plantarum, tous les micro-
organismes ont besoin de fer pour proliférer. Une concentration de 10° M est estimée
nécessaire pour une croissance bactérienne optimale.’® Le fer est en effet présent dans le site
actif de nombreuses enzymes impliquées dans les processus métaboliques, la respiration ou
dans la formation des désoxyribonucléotides, nécessaires a la biosynthése de I’ADN.>* La
différence entre les besoins bactériens en un nutriment essentiel et la biodisponibilité du fer a
conduit I’évolution a doter les bactéries de systemes efficaces d’acquisition du fer. Dans le
cadre de ce projet nous nous intéresserons plus particulierement aux systemes de transport du
fer exprimés par Pseudomonas aeruginosa, organisme d’intérét du laboratoire depuis bientot

deux décennies.
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II. Systemes d’acquisition du fer chez Pseudomonas aeruginosa

A. PSEUDOMONAS AERUGINOSA : GENERALITES

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram-négative, aérobie, ubiquitaire. Bien
que cette bactérie soit commune dans les sols et ’eau, elle est capable d’infecter les plantes,
les animaux ainsi que I’Homme dans des cas particuliers. Cette bactérie est dite opportuniste,
car elle infecte les personnes déja atteintes par d’autres pathologies, en particulier les patients
atteints de mucoviscidose, les personnes immunodéprimés et les grands brulés. Chez les
patients atteints de mucoviscidose, la proportion d’adultes infectés peut atteindre 80%.>> P.
aeruginosa est intrinsequement résistante aux antibiotiques, principalement a cause de son
enveloppe peu perméable aux xénobiotiques. Sa perméabilité membranaire a ainsi été estimée
12 a4 100 fois plus faible que celle d’Escherichia coli®® De plus P. aeruginosa peut
s’organiser en biofilm. Le biofilm est une matrice extracellulaire composé d’exopolymeres de
polysaccharides, de protéines et d’ADN dans laquelle les bactéries sont enchassées. >’ Cette
matrice a pour but de protéger les bactéries du systeme immunitaire de 1’hote, notamment de
la phagocytose,® cependant il apporte aussi une protection contre les traitements

antibiotiques.”

Lors de l'infection, P. aeruginosa sécrete plusieurs facteurs de virulence. Ces
molécules vont permettre a la bactérie de détériorer les protéines de 1’hdte et ainsi de
récupérer les nutriments libérés. Parmi ces facteurs de virulence mentionnons la pyocyanine,
qui expose les cellules 2 un stress oxydatif ®*!, des toxines (par ex. exotoxine A), des
protéases, notamment 1’élastase (LasB) capable de cliver les protéines a fer,%? pour libérer ce

métal et le rendre disponible 4 I’usage du pathogéne.

P. aeruginosa fait partie du groupe de bactéries appelé ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter spp). Les bactéries de ce groupe font 1’objet
d’une attention toute particuliére car elles « échappent» naturellement a de nombreux
traitements antibiotiques actuels et développent des résistances multiples qui en font un

challenge sanitaire pour les années a venir.%
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Pseudomonas aeruginosa a mis en place différents systémes d’import pour couvrir ses
besoins en fer. La structure de I’enveloppe laisse peu d’opportunité a des processus d’import
utilisant la diffusion passive pour I’acquisition des nutriments. Ces derniers, comme le fer,
font I’objet d’un transport actif lors de leur transfert dans les compartiments internes de la
bactérie. Le transport de milieu extracellulaire vers le périplasme est effectué par des
transporteurs de la membrane externe (TME). L’énergie nécessaire au transport est fournie
par le couplage de la machinerie TonB (complexe protéique TonB-ExbB-ExbD) avec la force
proton motrice de membrane interne.®*%° Dans le périplasme, une protéine périplasmique peut
prendre en charge la source de fer pour I’amener a la membrane interne. Le transport au
travers de la membrane cytoplasmique est en général 1ié a I’action de perméases ou de
protéines ABC, c’est donc I’hydrolyse de I’ATP qui est la source d’énergie permettant le

transfert terminal vers le cytoplasme (Figure 21).
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Figure 21 : Schéma général de I’assimilation du fer chez P. aeruginosa. Adapté de Schauer et al.%*

P. aeruginosa possede de multiples systemes d’import du fer, utilisant différentes
sources de fer. Cette apparente redondance, permet a la bactérie de s’adapter rapidement a des
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environnements trés variés.® Dans la suite du manuscrit nous allons présenter ces différentes

voies d’acquisition et les sources de fer accessible au pathogene en cours de prolifération.

B. ACQUISITION DU FER FERREUX

Le Fe(Il) est plus soluble dans les milieux aqueux que le Fe(IIl), mais fortement
oxydable il n’est présent que dans les milieux anaérobies ou fortement dépourvus
d’oxygeéne.” P. aeruginosa peut se retrouver dans de telles conditions au sein d’un biofilm
par exemple. De plus, P. aeruginosa excrete des phénazines (comme la pyocyanine) capables
de promouvoir la réduction du Fe(IIl) contenu dans les protéines de 1’hote en Fe(II).%® Le
Fe(Il) est assimilable par la bactérie grice a une porine non identifiée de la membrane
externe. Le transport au travers de la membrane cytoplasmique est effectué par la perméase
FeoB, dont I’énergie est fournie par I’hydrolyse de GTP. L’activit¢ GTPase de FeoB est

exacerbé en présence de la protéine cytoplasmique FeoA.% (Figure 22)
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Figure 22 : Fonctionnement schématique du systéme Feo.

C. IMPORT DU FER HEMINIQUE

Dans I’organisme humain, une grande partie du fer est lié a des protéines contenant

des heémes. Les hémes sont des molécules de type porphyrinique possédant des chaines
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variables en C3, C8 et C18 et qui permettent de lier le fer dans des protéines appelées
hémoprotéines. Ces hémoprotéines peuvent étre des protéines de transport ou de stockage de
I’oxygene (hémoglobine, myoglobine) ou des enzymes dont la fonctionnalité requiert un

héme (cytochrome P450) (Figure 23)

OH

OH

Figure 23 : Structure d'un héme complexant le fer.

Les hémes peuvent étre importés directement par le syst¢tme Phu (Pseudomonas Heme
Uptake) cependant différents facteurs de virulences sont excrétés par P. aeruginosa pour
libérer les hemes des cellules et en particulier des érythrocytes. Le transporteur TonB-
dépendant PhuR de la membrane externe, permet I’import de I’héme dans le périplasme.”
L’héme est chaperonné par la protéine PhuT pour étre dirigé vers le transporteur ABC de la
membrane interne, PhuUVW.”! L’hydrolyse d’ATP permet le transfert de I’héme dans le
cytoplasme ou 1’héme est pris en charge par la protéine PhuS pour étre oxydé par le systeme
HemO ce qui conduit a la libération du fer.”?

Les hémes peuvent également étre importés dans la bactérie par des hémophores via le
systtme Has (Heme Acquisition System). Chez P. aeruginosa, 1’hémophore est la protéine
HasA qui est sécrétée par une ATP-ase (HasD-HasE). HasA prend en charge I’héme dans le
milieu extracellulaire ou il entre en compétition avec les hémoprotéines de 1’hote. Le
complexe HasA-héme est reconnu par le transporteur de la membrane externe HasR, mais
seul ’heéme est transporté dans le périplasme. Ce transporteur est couplé a la force proton
motrice par le complexe HasB-ExbB-ExbD, un systéme analogue a la machinerie TonB.”?
Dans le périplasme, I’héme est transporté vers le cytoplasme par le systéme Phu décrit

précédemment. " (Figure 24)
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Figure 24 : Systémes d'import du fer héminique. Adapté de Cornelis et al.”

L’acquisition du fer ferreux et du fer héminique, loin d’étre anecdotiques sont dans un
grand nombre de conditions de culture largement supplantées par les mécanismes

d’assimilation du fer dépendant des sidérophores.

D. ACQUISITION DU FER FERRIQUE SIDEROPHORE-DEPENDANT

Les sidérophores sont métabolites secondaires de faible poids moléculaire excrétés
dans le milieu extracellulaire par les bactéries et présentant une forte affinité pour le fer(III).
Ces molécules sont pourvues de différentes fonctions chélatrices, comme les catéchols, les
hydroxamates ou encore les hydroxyacides. Les sidérophores forment des complexes
octaédriques hexacoordinés avec le Fe(Ill) avec différentes stoechiométries en fonction du

nombre de fonctions chélatrices portées par le sidérophore. (Figure 25)
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Figure 25: Structure des fonctions chélatrices des sidérophores et représentation d'un

complexe octaédrique hexacoordiné avec le fer. Les hétéroatomes impliqués dans la chélation

sont colorés en rouge.

Les bactéries, mais aussi certains champignons, et certains végétaux sont capables de
synthétiser des sidérophores. Aujourd’hui plus de 500 sidérophores de structures différentes

% au nombre de ceux-ci seul un nombre restreint sont excrétés et/ou

ont été recensés,’
utilisables par P. aeruginosa. Nous réduirons donc notre propos au seuls sidérophores

produits par cette bactérie (endogenes) et a certains sidérophores exogenes.

1. Les sidérophores endogenes de Pseudomonas aeruginosa

a) La pyoverdine

Les pyoverdines (PVD) sont des sidérophores synthétisés par les Pseudomonas
fluorescents dont P. aeruginosa fait partie. Les mécanismes d’assimilation du fer utilisant ces
molécules constitue ’'un des sujets phares du laboratoire. Les PVDs comptent parmi les
sidérophores aux structures les plus complexes et aux poids moléculaires les plus élevés
(jusqu’a 1900 Da). Ces composés donnent aux cultures de P. aeruginosa cette coloration
verte caractéristique. La structure des PVD se divise en trois parties :

-un chromophore, constitué d’un noyau dihydroquinoline. Ce chromophore est a
I’origine de la fluorescence de ces molécules lorsqu’elles sont excitées dans I'UV. Le
chromophore est aussi porteur d’une fonction catéchol impliquée dans la chélation du Fe(III).
Cette chélation s’accompagne de I’extinction de la fluorescence émise par le chromophore et
I’apparition d’une coloration sombre caractéristique d’un complexe de transfert de charge.

-un oligopeptide de 6 a 14 acides aminés. La chaine d’acide aminé est de séquence
variable en fonction des souches de Pseudomonas qui la produise. La particularité de

I’oligopeptide est qu’il contient des acides aminés non protéinogénes dont deux sont porteurs
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de fonctions hydroxamates. Ces deux fonctions bidentates viennent compléter la sphere de
coordination autour du Fe(IIl). L’oligopeptide est toujours lié¢ en C1 du chromophore et est en
en grande partie responsable de la reconnaissance spécifique de ce type de sidérophore par les
systemes de transport dédiés.

-une chaine latérale liée en C3 du chromophore. Cette chaine est généralement un
diacide organique (ou 1’amide correspondant). L’utilité de cette chaine dans le processus de
transport n’est pas connue.

Il existe plus d’une centaine de pyoverdines qui différent par la séquence de leurs
chaines latérales et leurs chaines oligopeptidiques (Figure 26). Les pyoverdines ont été
regroupées en trois familles nommées : Pvdl, PvdIl et PvdIIl.”” Chacune de ces familles de

pyoverdine est reconnue par un transporteur de membrane spécifique.’
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Figure 26 : Structures de deux pyoverdines.

La biosynthese des pyoverdines démarre dans le cytoplasme puis continue dans le périplasme,

avant d’étre excrété dans le milieu extracellulaire par la pompe PvdRT-OpmQ.” La
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pyoverdine 