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PREFACE



La médecine moderne a connu un essor considérable avec la découverte et

I'utilisation des antibiotiques dans le traitement des infections bactériennes.

Néanmoins, malgré de nombreuses avancées notables depuis la découverte de la
pénicilline, le développement d’antibiotiques connait un certain ralentissement. En effet,
aucun nouveau type d’antibiotique n’a été découvert depuis bientét 30 ans (Fig. 1) (Silver,
2011). Ceci est dG bien sGr au défi que représente la découverte de nouvelles classes
d’antibiotiques, que ce soit a partir de produits naturels ou des produits synthétiques
disponibles dans les chimiothéques, mais également a des considérations économiques liées
a la diminution de rentabilité d’anciens antibiotiques pour lesquels des brevets sont toujours

en cours.

Figure 1: Chronologie de la découverte des différentes classes d’antibiotiques. Les dates indiquées
correspondent soit a la découverte initiale soit au dépo6t de brevet. De nouveaux antibiotiques ont récemment
été introduits : le linézolide en 2000, la daptomycine en 2003 et la rétapamuline en 2007, mais les trois familles
d’antibiotiques auxquelles ils appartiennent, respectivement les oxazolidinones, les lipopeptides et les
pleuromutilines avaient été décrites ou brevetées précédemment, respectivement en 1978, 1987 et 1952.
(Adapté de Silver, 2011, Clinical Microbiology Review).



De plus, Iindustrie pharmaceutique a privilégié le développement de nouveaux
antibiotiques a partir de ceux préexistants, au détriment de la recherche de nouvelles
sources, et quelle que soit leur origine (naturelle, hémi-synthétique ou synthétique), les
antibiotiques actuels entrainent tous I'apparition de résistance (Wright, 2007). Leur usage
abusif a d’ailleurs contribué a I'apparition de souches bactériennes multirésistantes (Fig. 2).
Le nombre de déces liés a des infections causées par ces bactéries est estimé a 25 000
cas/an en Europe et & 23000 cas/an aux Etats-Unis (données de I'OMS) et est en
augmentation constante. La résistance aux antibiotiques constitue donc, a I"échelle

mondiale, un probléme de santé publique majeur.

Cette propension des bactéries a développer de la multirésistance résulte d’une part
de la résistance croisée, au cours de laquelle un mécanisme biochimique confére la
résistance a plusieurs classes d’antibiotiques, et d’autre part de la co-résistance, au cours de
laquelle plusieurs mécanismes sont associés pour résister a un antibiotique donné au sein de

la méme bactérie.

Figure 2 : Développement des antibiotiques et évolution de la résistance. (Adapté de Hede, 2014, Nature).



Ces bactéries multirésistantes incluent de nombreux pathogenes dont des bactéries
Gram négatif telles que Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ou encore Klebsiella
pneumoniae. Les pompes d’efflux tripartites de la famille RND, spécifiques des bactéries
Gram négatif, constituent I'un des acteurs majeurs de ce phénomeéne et contribuent, avec
d’autres familles de transporteurs, a la résistance intrinséque et acquise de ces bactéries a
de nombreuses molécules utilisées en antibiothérapie. De plus, la polyspécificité de ces
pompes réduit de facon drastique I'arsenal thérapeutique et limite le développement de

nouveaux antibiotiques, mais également d’inhibiteurs.

Ces pompes sont des complexes macromoléculaires qui permettent I'efflux des
antibiotiques a travers les deux membranes (interne et externe) des bactéries Gram négatif.
Les composants RND, OMF et MFP qui constituent ces complexes tripartites ont été
caractérisés individuellement chez de nombreuses bactéries, aussi bien au niveau structural
gu’au niveau fonctionnel. Cependant, les mécanismes qui régissent |'assemblage et la
dissociation de la pompe, essentiels pour son fonctionnement, demeurent mal compris. La
caractérisation structurale et fonctionnelle de ces composants, seuls ou assemblés au sein
de la pompe, devrait permettre de mieux comprendre leurs réles dans ce mécanisme. La
caractérisation des pompes a efflux permettra donc de développer de nouvelles stratégies
visant a inhiber leur activité, permettant ainsi de restaurer |'efficacité des antibiotiques
préexistants et de développer de nouvelles molécules, telles que des bloqueurs

d’assemblage.



Chapitre |
INTRODUCTION



1. Les antibiotiques : classification, mode d’action et cibles

Selon la définition de Selman Abraham Waksman (1943), les antibiotiques sont des
substances chimiques organiques capables d’inhiber la croissance de bactéries pathogenes
ou de les détruire. En cas d’inhibition de la croissance, les antibiotiques sont dits
« bactériostatiques » tandis qu’en cas de mort bactérienne, ils sont qualifiés de
« bactéricides ». Un antibiotique bactériostatique a faible dose peut devenir bactéricide a

dose plus élevée.

Les premiers antibiotiques identifiés (notamment la pénicilline, découverte en 1928
par Sir Alexander Fleming) étaient naturellement produits par des microorganismes
(bactéries ou champignons) afin d’éliminer les microorganismes concurrents au sein de leur
biotope. Mais le terme « antibiotique » a été attribué uniquement aux molécules dirigées

contre les bactéries (on parle d’antifongique dans le cas des champignons).

Dans le cadre du traitement des infections bactériennes, ces antibiotiques naturels
coexistent de nos jours avec des antibiotiques synthétiques et des antibiotiques hémi-
synthétiques, dérivés d’antibiotiques naturels chimiquement modifiés. C'est le cas des
céphalosporines de seconde et de troisieme génération, dérivées des céphalosporines
naturelles dites de premiére génération. Seuls les antibiotiques d’origine naturelle ou
dérivés d’une substance naturelle sont qualifiés « d’antibiotiques », les antibiotiques
totalement synthétiques étant qualifiés « d’antibactériens » (Overbye & Barrett, 2005). Les

antibiotiques peuvent étre classés en fonction de plusieurs critéeres :

+ leur origine (comme décrit précédemment): naturelle (produit par un
microorganisme), synthétique (produit par synthese chimique) ou hémi-synthétique

(produit a partir d’'une substance naturelle modifiée),

+ |’agent infectieux ciblé : le spectre d’activité de I'antibiotique sera étroit ou étendu
suivant le nombre et le type d’agents infectieux (bactéries Gram positif et/ou Gram

négatif) susceptibles d’étre sensibles a I’action de cet antibiotique,

+ la nature chimique : I'antibiotique sera classé au sein d’une famille dont le nom est
défini a partir d’un groupement chimique commun a un ensemble d’antibiotiques ou

a partir de la substance d’origine (cas des antibiotiques hémi-synthétiques),



+ le mode d’action : les cibles des antibiotiques sont variables et localisées aussi bien a

I'intérieur qu’a I'extérieur de la bactérie.

1.1. Les familles d’antibiotiques

Suivant leur nature chimique, les antibiotiques sont regroupés au sein de six
principales familles (Fig. 3) : les B-lactamines (A), les aminoglycosides (B), les cyclines (C), les
phénicolés (D), les macrolides (E) et les oxazolidinones (F). Malgré leurs différences
structurales, les lincosamides (G) et les streptogramines ou synergistines (H) sont associées
aux macrolides, de par leur spectre d’activité et leur mode d’action proches. Deux autres
familles d’antibiotiques, caractérisées par leur origine totalement synthétique, s’ajoutent a

cette liste : les sulfamides (I) et les quinolones (J).

En plus des principales familles citées ci-dessus, on trouve également les
polypeptides, les glycopeptides, les lipopeptides mais également des dérivés imidazolés tels
gue le métronidazole et des dérivés du nitrofurane tels que le nifuroxazide. Certains d’entre
eux, notamment les polymyxines (polypeptide) et la vancomycine (glycopeptide) sont utilisés

en dernier recours, en cas d’échec de I'antibiothérapie.
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Figure 3 : Structures de quelques familles d’antibiotiques. (A) B-Lactamines. (B) Aminoglycosides. (C) Cyclines.
(D) Phénicolés. (E) Macrolides. (F) Oxazolidinones. (G) Lincosamides. (H) Streptogramines. (I) Sulfamides. (J)
Quinolones.

1.2. Mode d’action et cibles

La force de I'antibiothérapie réside dans la toxicité sélective des antibiotiques. lls

agissent spécifiquement sur des éléments intrinséques au métabolisme bactérien, donc
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absents chez les Eucaryotes et notamment chez ’'Homme. Les mécanismes qui régissent leur
action sur la prolifération ou la survie bactérienne sont variables et dépendent de leur cible,
les principales étant la paroi, la synthése protéique, la synthése et la réparation des acides

nucléiques ainsi que le métabolisme intermédiaire (synthese de I'acide folique).

1.2.1. Laparoi

1.2.1.1. Syntheése du peptidoglycane

La synthese du peptidoglycane constitue la cible la plus largement exploitée dans le
développement d’antibiotiques, ceci a cause de la différence de composition entre les
membranes bactériennes et eucaryotes, mais également au sein des especes bactériennes.
En effet, les bactéries Gram positif possedent une membrane unique recouverte d’un
peptidoglycane épais (20 — 80 nm) contrairement aux bactéries Gram négatif qui en
possedent deux avec un peptidoglycane plus fin (7-8 nm) inséré au sein du périplasme, entre

les deux membranes (Fig. 4).

Les étapes finales de la biosynthese du peptidoglycane impliquent la synthése
cytoplasmique et la polymérisation (extracellulaire ou périplasmique selon les espéces) de
chaines composées de deux disaccharides, I'acide N-acétylmuramique (NAM) et le N-
acétylglucosamine (NAG). La polymérisation est réalisée grace a des transglycosylases, qui
assurent I’élongation de la chaine en catalysant la formation de liaisons glycosidiques entre
les disaccharides préexistants et les disaccharides nouvellement formés. Les chaines sont
reliées par un pentapeptide, grace a des transpeptidases, qui assurent la réticulation entre
les chaines en catalysant la formation de ponts peptidiques (pentaglycine) entre les

pentapeptides.



Membrane externe

Peptidoglycane
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Figure 4 : Structure et composition des membranes des bactéries Gram positif et Gram Négatif. AL : Acide
lipotéichoique. LP : Lipoprotéines. (Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc).

Les antibiotiques ciblent principalement ces enzymes de synthése (Fig. 5),

+ soit en se substituant a leurs substrats, c’est le cas des B-lactamines qui forment des
liaisons covalentes avec les transpeptidases (ou PLP, Protéines Liant la Pénicilline,
plus connues sous leur nom anglais : PBP, penicillin-binding protein) ou encore de la
moenomycine, seul antibiotique naturel (isolé de Streptomyces) se liant aux

transglycosylases (Sauvage, 2016),

+ soit en empéchant la liaison des enzymes a leurs substrats, c’est le cas de la
vancomycine qui se lie au motif D-Ala-D-Ala des pentapeptides, motif reconnu par les
transpeptidases (Courvalint & Arthura, 1993). D’autres antibiotiques tels que la
bacitracine, mélange de polypeptides produits par Bacillus subtilis, interferent avec le
transport des précurseurs du peptidoglycane a travers la membrane cytoplasmique

(Storm, 1974).

Tous ces antibiotiques ont pour effet d’inhiber la synthése du peptidoglycane, et par

conséquent de fragiliser la paroi cellulaire.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillus_subtilis
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Figure 5: Synthése du peptidoglycane et cibles des antibiotiques. Quelques antibiotiques inhibiteurs de la
derniere étape de biosynthése du peptidoglycane (B-lactamines, glycopeptides, bacitracine, etc.) sont surlignés
en vert et I'un des antibiotiques responsables de la déstabilisation des membranes est surligné en orange. Les

cibles sont indiquées entre parenthéses. (Adapté de McCallum & al, 2011, Antimicrobial Agents
Chemotherapy).

I : Réactions enzymatiques inhibées.

( : Inhibition de la synthése du peptidoglycane par liaison de I'antibiotique a un précurseur du
peptidoglycane

’ : Clivage des ponts pentaglycine par la lysostaphine et dépolarisation de la membrane par la
daptomycine.

1.2.1.2. Déstabilisation de la membrane

Certains antibiotiques chargés (cationiques ou anioniques) ou neutres sont capables

de déstabiliser les membranes bactériennes.



Les polymyxines, principalement utilisées contre les bactéries Gram négatif, sont des
polypeptides cationiques qui alterent la perméabilité membranaire, en déplagant les cations
(Ca%*, Mg?*) liés aux lipides de surface chargés négativement, causant ainsi une expansion de
la membrane externe et par conséquent la formation de pores, due a une perte de stabilité
des lipides. Les polymyxines peuvent ainsi s’insérer dans la membrane externe et

perméabiliser par la suite la membrane interne (Landman & al, 2008 ; Martti, 2010).

La daptomycine, qui est un lipopeptide, s’insere quant a elle au sein des membranes
des bactéries Gram positif, en présence de calcium et provoque un efflux de potassium ainsi
gu’une perte de gradient de concentration des ions, entrainant une dépolarisation de la

membrane (Fig. 5) (Mech, 2014 ; Robbel & Marahiel, 2010).

Ces antibiotiques provoquent la mort des bactéries par lyse cellulaire. lls sont
cependant utilisés en dernier recours a cause de leur néphrotoxicité et de leur potentielle

interaction (non spécifique) avec les membranes des cellules de I’hote.

1.2.2. Lasynthése protéique

La synthese des protéines (résumée par la Figure 6) est dirigée, aussi bien chez les
bactéries que chez les eucaryotes, par une machinerie cellulaire impliquant les ribosomes. A
la différence du ribosome eucaryote 80S constitué de deux sous-unités 60S et 40S et de 78
protéines ribosomales, le ribosome bactérien 70S est constitué de deux sous-unités 50S et
30S et d’environ 54 protéines. Les antibiotiques qui inhibent la synthése protéique, peuvent
donc cibler spécifiguement le ribosome bactérien. Malgré sa taille importante, seuls

guelques sites sont ciblés par les antibiotiques (Wilson, 2014).
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Figure 6: Etapes de la biosynthése des protéines et cibles des antibiotiques. Les antibiotiques agissent
principalement au niveau des sous-unités 30S et 50S du ribosome a différentes étapes au cours de la
traduction, en inhibant leur assemblage, leurs fonctions ou en favorisant la formation de complexes aberrants
non fonctionnels. lls inhibent également des facteurs d’élongation (EF-Tu et EF-G). Les aminosides, les cyclines,
les glycylcyclines, les phénicolés, les lincosamides, les oxazolidinones, les macrolides, les streptogramines, les
tuberactinomycines et les orthosomycines sont indiqués. Les glycylcyclines sont une famille d’antibiotiques
hémi-synthétiques dérivées des tétracyclines, les tuberactinomycines étant une famille de peptides
antituberculeux naturels isolés de Streptomyces. Les orthosomycines correspondent a une famille de composés
oligosaccharidiques naturels ayant des propriétés antibiotiques. (Adapté de Wilson, 2014, Nature Review
Microbiology).

Les antibiotiques qui interagissent avec la sous-unité 30S ciblent principalement
I’ARNm et les ARNt. Certains antibiotiques (édeine, kasugamycine) inhibent l'initiation de la
traduction en empéchant une interaction stable entre I’ARNt initiateur et le codon initiateur
au niveau du site P. Les aminoglycosides quant a eux, se lient de fagon irréversible a la petite

sous-unité 30S, provoquant des erreurs de lecture de I’ARNm. lls empéchent également
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I’élongation de la chaine peptidique en inhibant le transfert du peptidyl-ARNt du site A vers
le site P. D’autres antibiotiques tels que les tétracyclines ciblent également la sous-unité 30S
en empéchant la fixation de 'aminoacyl-ARNt au niveau du site A du ribosome, inhibant ainsi

I'initiation de la traduction.

Trois principales familles d’antibiotiques ciblent la grande sous-unité 508S. lls inhibent
principalement l'initiation de la traduction et I'élongation de la chaine peptidique. Le
chloramphénicol (famille des phénicolés) se lie a une peptidyltransférase de la sous-unité
50S, inhibant ainsi la formation de la liaison peptidique. Les macrolides quant a eux, se lient
a la sous-unité 50S, inhibant ainsi la réaction de transfert par la peptidyltransférase et la
translocation du peptidyl-ARNt du site A vers le site P. Les lincosamides et les
streptogramines présentent une activité similaire. Enfin, les oxazolidinones, notamment le
linézolide, se lient a la sous-unité 50S et empéchent la fixation de I’ARNm et du f-Met-ARNt
(ARN de transfert porteur du résidu initiateur de la synthése peptidique), inhibant ainsi

I'initiation de la traduction.

1.2.3. Lasynthése et la réparation des acides nucléiques

Les antibiotiques peuvent interférer avec la synthése des acides nucléiques a

différents niveaux. lls peuvent inhiber la synthése des nucléotides ou leur interconversion.

Les antibiotiques ciblent également la réplication et la transcription de I’ADN (Fig. 7).
Les rifampicines (ou rifampines), de la famille des rifamycines, inhibent I'initiation de la
transcription en se liant de facon covalente a I'ARN polymérase au niveau du site de
reconnaissance du promoteur. Les fluoroquinolones telles que la ciprofloxacine et la
norfloxacine, inhibent quant a elles deux topoisomérases de type Il, 'ADN gyrase et la
topoisomérase IV (Aldred & al, 2014). L'ADN gyrase catalyse la séparation des deux brins
d’ADN, favorisant ainsi le déroulement local de la double hélice, nécessaire a la transcription
et a la réplication. La topoisomérase IV est quant a elle responsable de la ségrégation des
chromosomes qui intervient au cours de la division cellulaire. Les fluoroquinolones se lient

aux complexes de clivage ADN-gyrase et ADN-topoisomérase |V au cours de I'hydrolyse de la
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double hélice, formant un complexe stable et empéchant ainsi la progression de la
polymérase (ADN polymérase ou ARN polymérase). L'accumulation de ces complexes non
fonctionnels entraine une inhibition de la synthése de ’ADN et de I’ARN, un arrét de la
prolifération cellulaire conduisant a la mort cellulaire et I'induction de la voie de réparation

SOS.

Figure 7 : Inhibition de la réplication des acides nucléiques. La rifampicine se lie a I’ARN polymérase et
empéche sa liaison a I’ADN, inhibant ainsi I'initiation de la transcription. La ciprofloxacine et les novobiocines
empéchent l'introduction de tours supplémentaires au sein de la double hélice d’ADN, bloquant ainsi la
progression de I’ADN polymérase et inhibant par conséquent la réplication de ’'ADN. (Adapté de Walsh, 2003,
Nature Review Microbiology).

1.2.4. Le métabolisme intermédiaire

Des antibiotiques tels que le triméthoprime (de la famille des diaminopyrimidines) et
les sulfamides interferent avec le métabolisme de I'acide folique, précurseur de la thymine,
un composant essentiel de I’ADN (Fig. 8). Contrairement aux mammiféres, les bactéries et
les parasites ne possédent pas de systeme de transport permettant I'acquisition d’acide
folique préformé dans leur environnement et doivent donc le synthétiser. Les sulfamides
inhibent de facon compétitive la biosynthése du tétrahydrofolate, en se liant a la ptéridine
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synthétase (ou dihydroptéroate synthase), enzyme responsable de la synthése de son
précurseur, I'acide dihydrofolique. Le triméthoprime va quant a lui inhiber la synthese du

tétrahydrofolate en se liant de fagcon compétitive a la dihydrofolate réductase.

Figure 8 : Métabolisme de I'acide folique. L'acide folique est nécessaire a la synthése de la thymine, un
composant essentiel de ’ADN. Les différentes étapes au cours desquelles les antibiotiques interviennent sont
indiquées par (L ). (Adapté de Walsh, 2003, Nature Review Microbiology).
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2. Larésistance aux antibiotiques chez les bactéries.

Les bactéries peuvent étre intrinsequement résistantes a certains antibiotiques mais
elles sont également capables d’acquérir des génes de résistance grace a des mutations au
sein de leur génome ou par transfert horizontal de génes. Les différents types de résistance
sont ainsi classés en trois catégories : naturelle, acquise ou adaptative (Fernandez &

Hancock, 2012) (Fig. 9).

Figure 9: Les différents mécanismes de résistance chez les bactéries. (Adapté de Olivares & al, 2013,
Antimicrobials, Resistance and Chemotherapy)
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2.1. Larésistance naturelle

La résistance naturelle d’une bactérie est liée a sa capacité a résister a un
antibiotique donné, grace a des caractéristiques structurales ou fonctionnelles intrinséques a
cette bactérie. L'exemple le plus éloquent concerne la résistance liée a la différence de

composition de la membrane (Fig. 10).

Figure 10 : Mécanismes de résistance naturelle. Les antibiotiques tels que les B-lactamines (antibiotique A) qui
inhibent la synthese du peptidoglycane peuvent étre pris en charge par des enzymes de dégradation telles que
les B-lactamases (PLP ou PBP). D’autres antibiotiques peuvent étre exportés vers le milieu extracellulaire avant
d’atteindre leurs cibles grace a des pompes a efflux (antibiotique B). D’autres par contre ne pourront pas
atteindre leur cible (antibiotique C) car ils sont incapables de traverser la membrane externe (cas des bactéries
Gram négatif). (Adapté de Blair & al, 2015, Nature Review Microbiology).

Contrairement aux bactéries Gram positif, les bactéries Gram négatif possédent deux
membranes, une membrane externe et une membrane interne séparées par le périplasme
(Fig. 4). La membrane externe a une structure asymétrique, constituée d’'une couche interne
contenant des phospholipides et d’une couche externe contenant les lipopolysaccharides

(LPS). Cette organisation rend la membrane externe imperméable a de nombreuses
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molécules, d’autant plus que la présence de porines sélectives limite I'entrée des molécules

en fonction de leur taille, de leur état de charge et de leur hydrophilie (Cox & Wright, 2013).

Les antibiotiques de la famille des glycopeptides tels que la vancomycine (§ 1.2.1.1),
qui inhibe la réticulation du peptidoglycane en se liant au motif D-Ala-D-Ala du
pentapeptide, agissent uniquement contre les bactéries Gram positif car leur diffusion est
impossible a travers la membrane externe des bactéries Gram négatif a cause de leur
hydrophilie ni a travers les porines, a cause de leur poids moléculaire élevé (Fig. 11). Ils ne

peuvent donc pas atteindre ces peptides dans le périplasme (Tsuchido & Takano, 1988).

Téicoplanine

Vancomycine

OH

NH,
ti

Figure 11 : Structure de quelques glycopeptides.
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D’autres antibiotiques de la famille des lipopeptides tels que la daptomycine (§
1.2.1.2), ciblent également les bactéries Gram positif car la membrane interne des bactéries
Gram négatif possedent une plus faible proportion en phospholipides anioniques, ce qui
empéche linsertion calcium-dépendante de la daptomycine, nécessaire pour I'activité

antibactérienne de cet antibiotique a I'intérieur de la membrane (Randall & al, 2013).

La résistance naturelle est également liége a I'absence d’une cible, suite a la
répression d’un gene au sein d’une espece donnée. Les bactéries du genre Pseudomonas
sont résistantes au triclosan (qui est un biocide), grace a la présence d’un alléle réprimé du
géne fabl, codant pour une énoyl-ACP réductase, enzyme ciblée par le triclosan chez les
espéces sensibles. D’autre part, la résistance naturelle peut étre liée a la présence au sein du
génome de genes codant pour des enzymes de modification des cibles ou des antibiotiques
(ex: les B-lactamases) ou encore a la présence de systemes d’efflux (Blair & al, 2015). Ces

mécanismes de résistance seront décrits au paragraphe suivant (§ 2.2.1.2).

En plus des mécanismes précédemment cités, la réparation des dommages a I’ADN
intervient également dans la résistance naturelle. En effet, des antibiotiques tels que les
fluoroquinolones (§ 1.2.3) d'une part, et les dérivés imidazolés tels que la nitrofurantoine et
le métronidazole d'autre part, qui provoquent des dommages a I’ADN, entrainent
respectivement I’activation des voies de réparation SOS et RecF, qui sont impliquées dans la
réparation de I’ADN simple brin (ssADN) (Olivares & al, 2013). Le systeme de réparation
RecBCD, impliqué dans la réparation de ’ADN double brin (dsADN), est également impliqué

dans la résistance.

2.2. Llarésistance acquise

Les différents mécanismes qui permettent aux bactéries d’acquérir ou de développer

des résistances sont classés en trois principaux groupes :

+ la réduction de la concentration intracellulaire de I'antibiotique
+ la modification de la cible

+ la modification ou la dégradation de I'antibiotique
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2.2.1. Laréduction de la concentration intracellulaire de I’antibiotique

La réduction de la concentration intracellulaire de I'antibiotique est une conséquence
de la réduction de la perméabilité membranaire et de I'augmentation du phénomeéne

d’efflux.

2.2.1.1. Réduction de la perméabilité membranaire

Les bactéries Gram négatif sont naturellement peu perméables a plusieurs
antibiotiques grace a leur membrane externe qui joue le role de filtre (Nikaido, 1994). Des
systémes de transport, essentiellement des porines, sont donc nécessaires pour le passage

des molécules, et notamment des molécules hydrophiles.

Certaines de ces porines, a l'instar des porines OmpF et OmpC d’Escherichia coli,
s’assemblent en trimeéres au sein de la membrane externe des bactéries Gram négatif,
d’autres, telles que OmpG étant monomérique (Fig. 12). Les monomeéres forment des
tonneaux B transmembranaires. Les brins B sont reliés par des boucles extracellulaires
exposées a la surface, plus ou moins longues selon les porines, et des boucles
périplasmiques plus petites. Des boucles spécifiques sont localisées a I'intérieur de la porine
(au centre du tonneau) formant avec les résidus hydrophiles de certains brins B, la zone de
constriction de la porine. Méme si cette zone de constriction (50 & 100 A de diameétre
suivant I’état d’hydratation) permet de limiter I’entrée dans la cellule a des molécules d’une
certaine taille, les porines sont pour la plupart non spécifiques, le transport s’effectuant par

diffusion (Kojima & Nikaido, 2013).
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OmpG OmpF

Figure 12 : Structures d’une porine monomérique (OmpG) et d’une porine trimérique (OmpF) d’E. coli. Code
PDB : 2IWW et 4LSF.

La structure de la porine OmpF d’Escherichia coli (Fig. 13), résolue en complexe avec
trois B-lactamines présentant des états de charge différents ('ampicilline qui est un
zwittérion, la carbénicilline et I'ertapéneéme qui sont respectivement des antibiotiques di-
anionique et anionique), a notamment permis de mieux comprendre le mécanisme d'import.
Les simulations de translocation réalisées par dynamique moléculaire ont permis de montrer
qgue la nature de ces antibiotiques affecte la fixation et la vitesse de translocation, mais

gu’elle n"affecte pas la diffusion a travers la porine (Ziervogel & Roux, 2013).
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Figure 13 : Structure d’'un monomeére de la porine OmpF d’Escherichia coli en complexe avec différentes B-

lactamines (A). Les sites de fixation des antibiotiques sont représentés par superposition a la structure du

monomeére d’OmpF, des positions de I'ampicilline (en vert), de la carbénicilline (en bleu) et de I'ertapénéme (en

violet) au sein de la structure d’'OmpF. Vue de I'extrémité extracellulaire du monomeére. (B) en complexe avec

I"ampicilline (code PDB 4GCP). (C) en complexe avec la carbénicilline (code PDB 4GCQ). (D) en complexe avec

I'ertapénéme (code PDB 4GCS). Les trois antibiotiques présentent des sites de fixation et des conformations

différents malgré leur appartenance a la méme famille, montrant ainsi que les porines permettent I'entrée par

diffusion dans la cellule de molécules variées. Les boucles L2 et L3 sont indiquées. EC : extrémité extracellulaire.
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La pression de sélection exercée par les antibiotiques favorise l'apparition de
mutations au sein des genes codant pour des porines mais également au sein des genes
régulateurs de leur expression, entrainant ainsi une répression de |'expression de ces
porines ainsi que leur substitution par des canaux sélectifs, capables de limiter I'entrée des
antibiotiques a l'intérieur des cellules (Tamber & Hancock, 2003 ; Blair & al, 2015). Le
diameétre de la zone de constriction de la porine spécifique des maltodextrines LamB
d’Escherichia coli, est réduit a 50 A par la présence de 2 boucles supplémentaires a I'intérieur
du tonneau, limitant ainsi I'acces de molécules de plus grande taille. Les facteurs qui
régissent la sélectivité des porines impliquent donc la répulsion de charges, la taille et

I’hydrophobicité (Cox & Wright, 2013).

Ce mécanisme est de plus en plus impliqué dans la résistance a de nouveaux
antibiotiques tels que les carbapénéemes et les céphalosporines, qui sont généralement pris

en charge par des enzymes de dégradation (Blair & al, 2015).

2.2.1.2. Augmentation de I'efflux

Les pompes a efflux sont des systémes de transporteurs membranaires impliqués
dans I'efflux actif des antibiotiques vers le milieu extracellulaire. Elles sont naturellement

produites par les bactéries et sont impliquées dans la résistance naturelle.

L'expression de la plupart de ces pompes est régulée par des répresseurs spécifiques
(MarR pour la pompe AcrAB-TolC chez Escherichia coli, MexZ et MexR pour les pompes
MexXY-OprM et MexAB-OprM chez Pseudomonas aeruginosa, MtrR pour la pompe MtrCDE
chez Neisseria gonorrhoeae) (Grkovic & al, 2006). L’introduction de mutations au sein de ces
genes régulateurs entraine une levée de l'inhibition, conduisant ainsi a la surproduction des

pompes a efflux (Nikaido, 2009) (Fig. 14).

Chez Escherichia coli, I'expression de la pompe AcrAB-TolC est régulée par un
répresseur de la famille TetR. L'inhibition du répresseur peut étre levée par des facteurs de
transcription de la famille AraC, dont I'expression est régulée par des répresseurs de la

famille MarR. Cette famille de répresseurs controle la production de facteurs de virulence, la
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réponse aux antibiotiques et au stress oxydatif et le catabolisme des composés aromatiques
environnementaux. Des mutations au sein des génes codant pour des répresseurs de type
TetR ou MarR entrainent une levée de I'inhibition et par conséquent une surexpression de la

pompe AcrAB-TolC.

Figure 14 : Régulation de I’expression des pompes a efflux. L'expression des génes codant pour des pompes a
efflux est controlée par des génes régulateurs locaux situés a proximité de ces génes (de type TetR) et des
régulateurs dits globaux. Ces régulateurs globaux incluent les facteurs de transcription (de type AraC) dont
I’expression est régulée par un répresseur (MarR chez Escherichia coli) (a). Des mutations au sein de génes
codant pour des répresseurs, des facteurs de transcription ou des séquences intergéniques peuvent entrainer
une surexpression des pompes a efflux (b, c), elle peut également étre un résultat de I'induction en réponse a
des signaux environnementaux tels que la fixation d’'une molécule a un répresseur, réduisant ainsi son affinité
pour son gene cible (d). Les voies activées sont indiquées par les fleches pleines et les voies inhibées par des
fleches en pointillés. (Adapté de Blair & al, 2015, Nature Review Microbiology).
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Certaines pompes a efflux sont spécifiques d’une famille d’antibiotiques donnée mais
la plupart d’entre elles sont beaucoup moins spécifiques et transportent une large gamme
de molécules. C’est le cas du transporteur AcrB d’Escherichia coli qui transporte aussi bien
des colorants, des détergents que des solvants (Nikaido, 2009). La surexpression de ces
pompes, observée notamment chez des isolats cliniques multirésistants (Poole, 2005)
entraine donc une augmentation de la résistance aux antibiotiques habituellement utilisés
en antibiothérapie. Cette résistance est d’autant plus importante que certains des genes
codant pour ces pompes sont portés par des éléments mobiles, notamment des plasmides
qui peuvent étre transférés d’une bactérie a I'autre, contribuant ainsi a une propagation

rapide de la résistance.

Le plasmide portant les genes codant pour la pompe a efflux OgxAB, impliquée dans
la résistance aux quinolones, est de plus en plus présent chez la plupart des Entérobactéries.
Ces génes, normalement portés par le chromosome bactérien, ne conférent pas de
résistance aux quinolones, sauf chez les bactéries du genre Klebsiella pneumoniae auxquelles
ils conferent une résistance a [I'olaquindox (additif alimentaire aux propriétés
antibactériennes utilisé dans les élevages), au chloramphénicol et aux quinolones. La
transposition de I'opéron chromosomal au plasmide contribue a augmenter la capacité de
résistance de facon significative (d’un facteur 80). L'augmentation de la résistance des
Entérobactéries aux fluoroquinolones médiée par la pompe a efflux OgxAB semble donc liée

a la dissémination de ce plasmide (Wong & al, 2015).

Il existe plusieurs systemes membranaires impliqués dans I'efflux et répartis en cing
familles (Fig. 15) en fonction de la source d’énergie, de la nature des substrats et du type

d’ancrage a la membrane:

+ la famille ABC (ATP-Binding Cassette) qui utilise I’énergie fournie par I’hydrolyse de

I’ATP pour le transport des molécules,

+ les familles MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR (Small Multidrug Resistance),
MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion) et RND (Resistance-Nodulation-
Division) qui couplent I'efflux des molécules a un gradient membranaire d’ions

sodium ou de protons, utilisé comme source d’énergie.
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Les transporteurs de la famille RND (qui seront décrits de facon plus exhaustive au
paragraphe 4) sont des complexes tripartites insérés dans les deux membranes (externe et
interne) et sont par conséquent spécifiques des bactéries Gram négatif. Les autres familles
de transporteurs sont insérées uniquement dans la membrane interne (ou cytoplasmique
chez les bactéries Gram positif) et sont donc présentes chez tous les types bactériens. Une
sixieme famille, la famille PACE (Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux), homologue
de la famille de transporteurs RND, a récemment été décrite pour son implication dans

I’efflux actif (Hassan & al, 2015 ; Hassan, Elbourne, & al, 2015).

Figure 15 : Les différents systemes d’efflux bactériens.

2.2.2. La modification de la cible

Un autre systéme de résistance passe par la modification de la cible. En effet, pour
étre efficace, un antibiotique doit pouvoir interagir avec sa cible. Les bactéries sont
cependant capables de développer des résistances en incorporant des mutations au sein de
génes codant pour des protéines cibles, empéchent ainsi I'interaction avec I'antibiotique

tout en conservant une protéine fonctionnelle.
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C'est le cas de la résistance aux fluoroquinolones (§ 1.2.3), qui est liée a la mutation
des enzymes cibles, les topoisomérases. Chez Mycobacterium tuberculosis, la résistance liée
a la mutation de la gyrase GyrA est due a la substitution de certains résidus tels que la
glycine 83 remplacée par une alanine ou encore de l'aspartate 94 remplacé par une
asparagine, une alanine ou une glycine ( Aubry & al, 2006 ; Matrat & al, 2008). Ces
modifications semblent minimes mais elles sont suffisantes pour modifier la conformation
de I'enzyme, empéchant ainsi la fixation de I'antibiotique tout en conservant une protéine

fonctionnelle (Piton & al, 2010) (Fig. 16).

Figure 16 : Représentation du site actif de I’ADN gyrase de Mycobacterium tuberculosis en complexe avec
une quinolone. Contrairement a la forme sauvage de I'enzyme (en vert, a gauche, code PDB 5BS8), la forme
mutée (en vert a droite, code PDB 3IFZ), retrouvée chez les souches résistantes aux quinolones présente une
extrémité N-terminale structurée en hélice (en rose). Le modele décrit sur la base de la structure de I'enzyme
mutée montre que cette hélice occupe la poche de fixation des quinolones (en jaune) au sein du dimére,
provoquant ainsi un encombrement stérique avec I’ADN substrat (en orange) et I'antibiotique (en jaune).
(Adapté de Piton & al, 2010, PLoS One).
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La résistance par modification de la cible passe également par la surexpression de
certains génes régulateurs qui contribuent a protéger les cibles de I’action des antibiotiques.
Chez E. coli, la protéine de signalisation PmrD est surexprimée en réponse a des signaux
environnementaux, inhibant ainsi la déphosphorylation de la protéine régulatrice PmrA par
la protéine senseur PmrB. Les génes régulés par PmrA et PmrB, codant pour des enzymes de
modification du lipide A (LPS), notamment ArnT et EptA, sont par conséquent exprimés de
facon continue et constitutive, conduisant a une modification du LPS par addition de
groupements tels que le 4-amino-4-desoxy-L-arabinose  (L-AradN) ou le
phosphoethanolamine (pEtN) (Fig. 17). Ces groupements réduisent la charge négative nette
du LPS, minimisant la fixation des antibiotiques cationiques, rendant ainsi la bactérie

résistante, notamment aux polymyxines (§ 1.2.1.2) (Rubin & al, 2015).

Figure 17 : Modification du LPS et résistance aux polymyxines. Les enzymes ArnT et EptA modifient le LPS en
additionnant des groupements tels que le 4-amino-4-desoxy-L-arabinose (L-Ara4N) ou le phosphoethanolamine
(pEtN), empéchant ainsi l'interaction avec les polymyxines. (Adapté de Rubin & al, 2015, Antimicrobial Agents
and Chemotherapy).
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Les bactéries peuvent également acquérir des genes homologues a la cible de
I'antibiotique. C’est le cas des souches de Staphylococcus aureus résistantes a une [3-
lactamine, la méthicilline (SARM). Cette résistance est due a l'acquisition d’une cassette
chromosomique SCCmec portant le gene mecA. Ce gene code pour une protéine
additionnelle (PLP2a), ayant une faible affinité pour les B-lactamines et étant donc capable
de se substituer aux PLPs natives, inhibées en présence d’antibiotiques (Katayama, Ito, &
Hiramatsu, 2000). Elle permet ainsi une résistance croisée aux antibiotiques de la famille des

B-lactamines.

2.2.3. La modification ou la dégradation de I’antibiotique

L'inactivation des antibiotiques par des enzymes constitue le mécanisme de
résistance naturel le plus répandu. Cette inactivation peut s’effectuer par hydrolyse ou par
addition d’un groupement chimique (phosphorylation, acétylation, adénylation), empéchant
ainsi linteraction de I'antibiotique avec sa cible. Ces enzymes d’inactivation sont
naturellement produites par les bactéries. Néanmoins, des copies supplémentaires des
génes les codant peuvent étre apportées par des plasmides, conférant ainsi une résistance

accrue ou un élargissement du spectre d’activité des bactéries qui les portent.

2.2.3.1. Inactivation par hydrolyse enzymatique

Les B-lactamases sont les hydrolases les plus répandues et les plus importantes dans
la résistance aux antibiotiques des souches cliniques. Elles hydrolysent le noyau B-lactame
des B-lactamines et sont classées en différentes sous-familles en fonction de la classe de -
lactamines hydrolysées (pénicillinases, céphalosporinases, carbapénémases, etc.) et du
mécanisme d’hydrolyse (Sérine B-lactamases et métallo-B-lactamases) résumé par la Figure

18.
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Les PB-Lactamases sont naturellement produites par les bactéries, mais le
développement de nouveaux antibiotiques ayant une meilleure affinité pour leurs substrats
a cependant entrainé I'émergence de nouvelles B-lactamases possédant un spectre
d’activité beaucoup plus large, les BLSE (B-Lactamases a Spectre Etendu) (Jacoby &
Medeiros, 1991). Les BLSE (pour la plupart dérivées des B-Lactamases des familles SHV ou
TEM) sont capables d’hydrolyser les B-lactamines de seconde, de troisieme et parfois de
guatrieme génération (carbapénémes, céphalosporines) et leur présence chez les bactéries
Gram négatif telles que Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et les bactéries du genre
Acinetobacter contribuent a I'apparition de nouvelles souches résistantes a la majorité, voire
a toutes les B-lactamines (Bush & Fisher, 2011). La plupart des plasmides portant les génes
codant pour des BLSE portent également des génes de résistance aux aminoglycosides et au
triméthoprime (Jin & al, 2014 ; Xia & al, 2016), ce qui contribue a une résistance croisée avec

d’autres familles d’antibiotiques.

H
H R H H
R._HHH NH H
Ser-p-lactamases ]TN Gz TOT —-S
o N\)< = HN\)<
B T o : i
ser” o - co0- ik o
H / ser o™ it R._NuH
s T
E g T
HN
o JIK pes
0 s R HH H coo
CcCoOo \er : .8
\\ 0 ]:N\)< Inactive
,O-“ Oj 3
(0 ik ) coor
Q : / HO
i DD
Metallo-p-lactamases Asp

Figure 18 : Mécanisme d’action général des Sérine et des métallo-B-lactamases. (Wright, 2011, Chemical
Communications).
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L’augmentation de la résistance aux B-lactamines résulte d’'une part du transfert des
génes codant pour des B-lactamases, initialement porté par le chromosome bactérien, aux
plasmides, augmentant ainsi le nombre de copies des genes et contribuant de ce fait a la
surexpression de ces enzymes. Elle résulte d’autre part de mutations au sein de geénes
codant pour ces enzymes (TEM, SHV) et du transfert de plasmides (et donc de génes de
résistance) d’une bactérie a une autre. Chez E. coli, le niveau d’expression basal de la -
lactamase AmpC est faible et ce gene est inexistant au niveau du chromosome des bactéries
du genre Klebsiella et Salmonella. Mais la présence de plasmides porteurs de genes codant
pour cette B-lactamase entraine une augmentation de la résistance similaire a celle observée
chez des souches mutantes d’Enterobacter cloacae résistantes aux céphalosporines (Xia & al,

2016).

En plus des BLSE dérivées des familles SHV ou TEM, il existe d’autres familles
d’enzymes impliquées dans la résistance aux B-lactamines. Elles agissent principalement

contre les oxyimino-B-lactamines (Bush & Fisher, 2011) et les plus répandues sont :

+ les B-lactamases AmpC a spectre étendu (ESAC), qui hydrolysent la plupart des
céphalosporines. Cependant elles hydrolysent peu les nouveaux carbapénémes
(ertapéneme et doripénéme) et les céphalosporines zwittérioniques (céfépime) pour

lesquels leur affinité est faible,

+ les BLSE de la famille CTX-M (CTX-M14 et CTX-M15) qui dérivent de bactéries
environnementales non pathogénes du genre Kluyvera et qui hydrolysent

majoritairement la céfotaxime par rapport aux autres oxyimino B-lactamines,

+ les sérines B-lactamases (KPC) et les métallo- B-lactamases (VIM, IMP et les enzymes

de la famille NDM) qui hydrolysent principalement les carbapénémes.

2.2.3.2. Inactivation par addition d’un groupement chimique

L’addition de groupements chimiques aux antibiotiques par les enzymes bactériennes
entraine un encombrement stérique qui empéche la fixation de I'antibiotique a sa cible.
Différents groupements chimiques peuvent étre ajoutés aux antibiotiques (acyle, phosphate,
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nucléotidyl). Les aminoglycosides constituent des cibles de choix pour les enzymes de
modification a cause de I'accessibilité des groupements hydrophiles (hydroxyle, amide) de

ces antibiotiques polycationiques.

Les enzymes de modification sont regroupées en trois catégories: les
acyltransférases (voir § 3.2.2.2 pour celles de Pseudomonas), les phosphoryltransférases et
les nucléotidyltransférases. Ces enzymes conférent une résistance élevée aux antibiotiques
gu’elles modifient. Elles sont portées par des transposons et se transmettent rapidement
d’une bactérie a I'autre. C’est le cas de I'aminoglycoside phosphorylase APH(3’)-l, portée par
un plasmide et retrouvée chez 46 % des bactéries Gram négatif résistantes aux
aminoglycosides, qui présente des similitudes avec une enzyme dont le gene est porté par le

chromosome bactérien de Streptomyces fradiae (Shaw & al, 1993).

Des mutations au sein de génes codant pour ces enzymes de modification peuvent
conduire a une extension du spectre d’activité. Pour exemple, I'aminoglycoside
acétyltransférase AAC(6’)-Ib-cr présente des mutations qui lui confere la capacité de
modifier les groupements amine du cycle pipérazine des fluoroquinolones (Robicsek & al,
2006). De méme, un variant d'AAC(6’)-Ib retrouvé dans des souches cliniques, montre une
extension de résistance a la plupart des aminoglycosides, et aux fluoroquinolones, de

structure éloignée, de par I'élargissement de son site actif (Maurice & al, 2008).

2.3. Larésistance adaptative

La résistance adaptative est définie par Fernandez & Hancock en 2012 comme étant
'augmentation temporaire de la capacité de survie d'une bactérie en présence
d’antibiotiques, résultant de I'altération de génes et/ou de I'expression des protéines en
réponse a des signaux environnementaux (gradient de concentration, concentrations sub-
inhibitrices d’antibiotiques, etc.) (Ferndndez & Hancock, 2012). A la différence de la
résistance naturelle et de la résistance acquise qui résultent de précédents contacts de la
bactérie avec I'antibiotique, la résistance adaptative est une réponse directe au premier

contact d’un antibiotique, elle est donc dépendante de la présence d’antibiotiques.
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La résistance adaptative est transitoire et ne résulte donc pas de mutations
génétiques qui conférent une résistance permanente. Elle est cependant dépendante de la
durée d’exposition a I'antibiotique et permet de distinguer deux mécanismes impliqués dans
le développement de la résistance chez les bactéries (Sandoval-Motta & Aldana, 2016) (Fig.

19):

+ la réponse dite «rapide et transitoire » (FTM) : |'exposition a de faibles
concentrations d’antibiotiques entraine un développement « immédiat » de la
résistance qui disparait en absence d’antibiotiques. Cette réponse réversible
découlerait de la méthylation de I'ADN ou encore d’un taux élevé de mutations

ponctuelles,

+ la réponse dite « lente et stable » (SSM) : un contact prolongé avec I'antibiotique
entraine I'apparition graduelle et cumulative de mutations, ainsi que la duplication et

I'amplification de genes qui conférent une résistance permanente.

La résistance adaptative est donc un pont entre la résistance naturelle et la résistance
acquise, permettant ainsi a la bactérie de développer des systemes de défense en

adéquation avec son environnement.

Figure 19 : Acquisition continue et discontinue de la résistance. En fonction des signaux environnementaux et
de la durée d’exposition aux agents antibactériens, le niveau de résistance peut varier de facon graduelle
jusqu’a I'obtention d’une réponse stable et permanente (réponse SSM, en rouge) ou de facon rapide avec une
réponse transitoire (réponse FTM, en violet) qui disparait aprés le retrait de I'antibiotique. (Adapté de
Sandoval-Motta & Aldana, 2016, Wiley Interdisciplinary Reviews: Systems Biology and Medicine).

32



Plusieurs mécanismes semblent impliqués dans la résistance adaptative (Olivares &

al, 2013) (Fig. 20):

+ la persistance : elle correspond a la capacité de survie d’une sous-population
bactérienne dans des conditions dans lesquelles la croissance et la survie du reste de
la population est inhibée par un antibiotique donné. Les bactéries persistantes sont

regroupées en deux catégories :

o les bactéries persistantes de type | : ce sont des sous-populations bactériennes
qui restent en phase stationnaire en présence d’un antibiotique, contrairement
au reste de la population. Elles constituent des bactéries « survivantes » qui
permettent de relancer la génération d’'une nouvelle population. Le type | est
associé au systéme toxine-antitoxine (TA) et a I'expression des genes hipA-hipB
dont la surexpression inhibe la croissance cellulaire et confere ainsi la résistance

aux antibiotiques par formation de cellules persistantes.

o les bactéries persistantes de type Il : elles correspondent a une sous-population
bactérienne dont la croissance est ralentie en présence d’antibiotiques. Le type Il

implique I'expression des genes hipQ.

+ les biofilms : il s’agit de populations bactériennes structurées et englobées au sein
d’'une matrice contenant des polysaccharides, des protéines et de I'ADN
extracellulaire et fixée sur une surface naturelle ou artificielle. lls constituent avec le
mode de vie planctonique (par cellules individualisées), les deux modes de vie des
bactéries. La formation du biofilm dépend de signaux environnementaux et |'état
métabolique des bactéries au sein du biofilm est variable, ceci étant di a la
disponibilité de lI'oxygene et des nutriments, il va donc jouer un réle dans la
résistance aux antibiotiques. La matrice extracellulaire va également moduler
I'activité de I'antibiotique d’une part, en diminuant la diffusion de I'antibiotique au

sein du biofilm et d’autre part, en le séquestrant a la surface du biofilm.

+ le « swarming » ou prolifération rapide : il s’agit d’une propagation due a un
mouvement rapide de cellules hyperflagellées qui permet une colonisation rapide
des surfaces au cours de l'infection. La différenciation de ces cellules spécialisées

implique le quorum sensing. Elles sont résistantes aux antibiotiques, notamment a
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cause de la surexpression de pompes a efflux, au cours de leur différenciation. Le
mécanisme de résistance aux antibiotiques de ce phénotype transitoire est

cependant encore loin d’étre compris.

Figure 20 : Les mécanismes impliqués dans la résistance adaptative. Le biofilm, formé a I'interface liquide (en
bleu) —solide (en gris) est mis en contact avec un antibiotique (en jaune). Les bactéries présentes a la base du
biofilm (en rose) sont moins accessibles et donc plus résistantes a I'antibiotique que les bactéries de surface
(en vert) qui réagissent au stress. Certaines bactéries (en violet), peuvent devenir persistantes. (Adapté de
Chambless & al, 2006, Applied and Environmental Microbiology).
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3. La résistance aux antibiotiques chez une bactérie multirésistante:

Pseudomonas aeruginosa

3.1. Pseudomonas aeruginosa : pathogénicité et épidémiologie

Encore appelé « bacille pyocyanique » a cause du pigment bleu-vert qu’elle produit
(la pyocyanine), Pseudomonas aeruginosa (Fig. 21) est une bactérie Gram négatif
normalement présente dans les sols et dans les environnements aqueux. Isolée chez des
patients pour la premiére fois en 1882 par Gessard, la bactérie, qui est également capable de
se développer sur des supports artificiels tels que les outils médicaux (sonde, tube, cathéter,
etc.), peut devenir un pathogéene opportuniste sous certaines conditions et constitue donc
une cause fréquente de morbidité et de mortalité en milieu hospitalier. C'est le second
pathogene le plus fréquemment associé aux affections respiratoires et aux infections
cutanées et elle constitue le troisieme pathogene responsable d’infections nosocomiales en
France (11,1 %), derriere Staphylococcus aureus et Escherichia coli (Rapport 2012 de 'ENP en

HAD, InVS).

Figure 21 : Bactéries Pseudomonas aeruginosa cultivées pendant trois jours dans I'espace (NASA, 2011).
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P. aeruginosa touche particulierement les individus immunodéprimés tels que les
patients atteints de neutropénie, de mucoviscidose, du SIDA ou encore les patients en soins
intensifs tels que les grands brllés ou les patients en rémission post-chirurgicale (Lyczak &
al, 2000). La bactérie est notamment responsable d’infections pulmonaires, de septicémies,
de surinfections de plaies, d’escarres ou de brilures, de folliculites et d’otites externes, de
conjonctivites et de kératites chez les porteurs de lentilles et d’infections urinaires chez les

personnes porteuses d’'une sonde.

L’émergence et la dissémination rapide de bactéries multirésistantes, liées a I'usage
abusif des antibiotiques, constitue un frein aux traitements des infections liées a P.
aeruginosa et I'arsenal thérapeutique est de plus en plus restreint, a cause de la capacité
d’adaptation de la bactérie qui lui permet de développer rapidement des systéemes de
résistance. En France, de 2005 a 2012, la résistance est passée d’environ 9% a 14% pour les
céphalosporines de troisieme génération (ceftazidime), de 14% a 18% pour les
carbapénémes (imipéneme et méropéneme). La résistance aux fluoroquinolones est évaluée
en 2012 a 22% et la résistance aux aminoglycosides a 20% (Rapport 'EARSS, 2005 ; Rapport
de I'EARSS, 2012).

La résistance a un antibiotiqgue donné est souvent associée a la résistance a d’autres
antibiotiques. La multirésistance, définie comme étant la résistance a plusieurs classes
d’antibiotiques, notamment les B-lactamines (céphalosporines et carbapénémes), les
aminoglycosides et les fluoroquinolones, est en augmentation constante. Elle est passée de
7,4% en 2005 a 14,7% en 2012 (Rapport I'EARSS, 2005 ; Rapport de I'EARSS, 2012). L'étude
d’isolats cliniques résistants ou non a la pipéracilline, chez des patients atteints de
pneumonie acquise sous ventilation (VAP), a montré que les souches résistantes
présentaient également une capacité de résistance a la ticarcilline, aux combinaisons
pipéracilline-tazobactam et ticarcilline-clavulanate, a la ceftazidime, a I'imipénéme, a la
ciprofloxacine et a I'amikacine (Trouillet & al, 2002) (Fig. 22). Contrairement aux souches
sensibles a la pipéracilline, dont 21,8% étaient résistantes a la ciprofloxacine et 16,8% a la
ticarcilline, 70,6% des souches résistantes a la pipéracilline étaient résistantes a la

ciprofloxacine et 91,2% a la ticarcilline.
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Figure 22 : Résistance croisée et co-résistance a différents antibiotiques chez des isolats cliniques de
Pseudomonas aeruginosa résistants a la pipéracilline (PRPA). (McGowan, 2006, American Journal of
Medicine).

L’apparition rapide de souches multirésistantes de P. aeruginosa rend les traitements
difficiles et colteux. A cause de la limitation des options thérapeutiques, le traitement des
infections nécessite dans certains cas le recours a des agents thérapeutiques présentant une
toxicité plus importante, notamment les polymyxines (polymyxine B et colistine). Des
souches résistantes ont cependant émergé, remettant ainsi en question I'efficacité des
traitements (Lee & al, 2011). Des études in vitro ont néanmoins montré que la combinaison
polymyxine B/rifampicine et/ou imipénéme restaure I'effet bactéricide, mais I'utilité clinique
de cette combinaison n’est pas établie, notamment a cause de la néphrotoxicité des

polymyxines (Landman & al, 2005).

3.2. Les mécanismes de résistance aux antibiotiques chez Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa possede une résistance naturelle a plusieurs familles d’antibiotiques,
grace a des mécanismes multifactoriels impliquant sa faible perméabilité membranaire,

I’expression constitutive ou induite de plusieurs pompes d’efflux et d’enzymes endogéenes
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d’inactivation des antibiotiques. En plus des genes impliqués dans la résistance naturelle, P.
aeruginosa est capable d’acquérir des éléments de résistance importés a partir d’éléments
mobiles par transfert de génes, de surexprimer les genes naturels grace a des mutations au

niveau des genes régulateurs ou encore de modifier les cibles des antibiotiques.

3.2.1. Laperméabilité de la membrane externe

La membrane externe de P. aeruginosa constitue I'élément principal de la résistance
aux antibiotiques de la bactérie. C'est une barriere semi-perméable qui contrble la
pénétration des molécules hydrophiles grace a des porines. La membrane externe de P.
aeruginosa est 10 a 100 fois moins perméable que celle d’E. coli mais sa limite d’exclusion
est plus large, permettant le passage de molécules dont le poids moléculaire peut aller
jusqu’a 3000 Da contre 500 Da pour E. coli. Le contraste entre la faible perméabilité
membranaire et la large limite d’exclusion s’explique par la présence d’'une porine
majoritaire, OprF, dont le diameétre a été décrit comme étant supérieur a celui des porines
d’E. coli. Cependant, OprF existe sous deux conformations, une conformation fermée
monomérique et une conformation ouverte trimérique. Seule une faible proportion d’OprF
(5 %) est exprimée en conformation ouverte, ce qui réduit la perméabilité membranaire
(Sugawara & al, 2012). De plus, P. aeruginosa exprime un certain nombre de porines

permettant le passage de petites molécules (OprD, OprB) (Fig. 23) (Breidenstein & al, 2011).

OprF est la principale porine non spécifique de P. aeruginosa. Cependant, méme si
des souches cliniques déficientes en OprF présentent des phénotypes de résistance, OprF ne
semble pas contribuer de facon significative a la résistance aux antibiotiques (Pumbwe & al,
1996). Elle semble étre principalement impliquée dans I'adhésion aux cellules de I’'h6te au
cours du processus infectieux (sécrétion de I'adhésine LecA), dans la sécrétion des facteurs
de virulence de P. aeruginosa (ExoT, ExoS) et dans la formation de biofilms en anaérobiose

(Krishnan & al, 2012).
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OpdK

Figure 23 : Comparaison de la taille des pores (vue extracellulaire) de deux porines sélectives (OprD et OpdK
de P. aeruginosa) et de deux porines non sélectives (OmpG et OmpF d’E. coli). Le diameétre réduit des porines
sélectives restreint I'entrée des substrats en fonction de leur taille. (Eren & al, 2012, PLoS Biology). Code PDB
OprD : 4FOZ ; OpdK : 3SYS ; OmpG : 2IWW et OmpF : 4LSF.

OprD (renommée OccD1) est quant a elle, une porine spécifique qui contribue a
I'entrée d’acides aminés basiques et de B-lactamines de faible poids moléculaire,
notamment des carbapénéemes (imipénéme) (Trias & Nikaido, 1990 ; Trias & Nikaido, 1990).
OprD est un élément majeur de la résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa car, en
présence de carbapénémes, de salicylate, ou de MexT (un activateur de I'expression de la
pompe a efflux MexEF-OprN) (Fig. 24), son expression est réprimée (inactivation du

promoteur, synthése de protéines tronquées, etc.) (Ochs & al, 1999 ; Kéhler & al, 1999).
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Figure 24 : Modeéles de co-régulation de I'expression de la pompe a efflux MexEF-OprN et de la porine OprD
chez P. aeruginosa. Chez la souche sauvage, MexT (en bleu) est exprimé sous forme inactive (ellipse bleue),
I'opéron MexEF-OprN (en violet) est donc faiblement exprimé et OprD (en orange) est exprimé avec un taux
suffisant pour assurer les fonctions cellulaires (A). Chez des mutants nfxC (B) ou chez des souches déficientes
en MexS (en jaune), un répresseur de MexT (C), MexT est activé (hexagone bleu). Le régulateur active la
surexpression de I'opéron MexEF-OprN (fleche verte) et inhibe I'expression d’OprD. MvaT est un régulateur
négatif de I'expression de 'opéron MexEF-OprN, indépendant de MexT et MexS, dont I'inactivation entraine
une surexpression de la pompe. (Adapté de Lister & al, 2009, Clinical Microbiology Review).
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Le nombre de porines a la surface de la bactérie est ainsi réduit, limitant I'accés des
antibiotiques a l'intérieur de la cellule et conférant ainsi a la bactérie la résistance aux
carbapénémes (Fig. 25). Des mutants déficients en OprD sont 4 a 32 fois plus résistants au
méropéneme et 4 a 16 fois plus résistants a I'imipénéme et 8 a 32 fois plus résistants au
doripénéme, avec des CMI comprises entre 2 et 4 mg/L pour le méropénéme (Lister & al,
2009). Des mutations d’OprD sont également impliquées dans la résistance aux
carbapénémes. Les boucles extracellulaires 2 et 3 (voir Fig.13) sont nécessaires pour I'entrée
et la fixation des carbapénemes, notamment de I'imipénéeme. La délétion de ces boucles ou
la substitution des résidus T103 (T103S), K115 (K115T) et F170 (F170L) peut entrainer une
résistance a lI'imipéneme (Li & al, 2012 ; Ocampo-Sosa & al, 2012). Une autre porine
spécifique, OprE est absente chez les mutants de P. aeruginosa résistants aux quinolones et
aux céphalosporines, mais son rdle dans la résistance n’a pas été décrit a ce jour (Yamano &
al, 1990). OprR est une porine récemment découverte dont I'expression semble régulée par
I’exposition aux composés ammonium quaternaire mais son implication dans la résistance

clinique n’est pas défini (Tabata & al, 2003).

Figure 25 : Exemples de mécanismes impliqués dans la résistance liée a des modifications d’expression des
porines. (Adapté de Fernandez & Hancock, 2012, Clinical Microbiology Reviews).
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3.2.2. Larésistance médiée par les enzymes d’inactivation des antibiotiques

3.2.2.1. Laréponse aux B-lactamines

Les PB-lactamines inhibent la synthése du peptidoglycane en se liant aux
transpeptidases (PLP ou PBP) (§ 1.2.1.1). Les principales B-lactamines utilisées dans les
traitements anti-Pseudomonas comprennent les pénicillines (ticarcilline, pipéracilline), les
combinaisons pénicillines-inhibiteurs (pipéracilline-tazobactam, ticarcilline-clavulanate), les
céphalosporines (ceftazidime, céfépime), les monobactames (aztréonam), et les
carbapénémes (imipénéme, méropénéme, doripénéme). P. aeruginosa est naturellement
résistante a la plupart des B-lactamines notamment grace a la présence d’une

céphalosporinase inductible, AmpC.

AmpC est une B-lactamase de classe C et constitue avec I'oxacillinase PoxB (pB-
lactamase de classe D), les deux B-lactamases endogénes de P. aeruginosa. AmpC est codée
par un gene dont I'expression s’effectue sous le contrdle d’un systeme de régulation de type
LysR (appelé ampR chez P. aeruginosa). Cette famille de régulateurs dérive du gene lysR,
codant pour un activateur transcriptionnel du géne lysA, qui code pour une enzyme de
modification du diaminopimelate en lysine. Le taux d’expression basal d’AmpC est faible
chez P. aeruginosa, cependant l'interaction des B-lactamines avec le systeme LysR, ainsi que
des mutations du géne régulateur ampR conduisent a la surexpression du géne ampC
(Bonomo & Szabo, 2006). Cette surexpression de la B-lactamase AmpC est observée chez des
mutants de P. aeruginosa résistants a la ticarcilline, a la pipéracilline et a des
céphalosporines a large spectre (ceftazidime). Certaines B-lactamines, telles que les benzyl-
pénicillines (amoxicilline), les céphalosporines a spectre étroit et les carbapénémes
contribuent a la surexpression du géne ampC tandis que les uréidopénicillines (pipéracilline)
et les céphalosporines a large spectre sont des inducteurs plus faibles de I'expression du

gene ampC.

Les carbapénémes, dont l'entrée dans la cellule dépend principalement de la
disponibilité et de la présence de la porine OprD (voir § 3.2.1), présentent un fort pouvoir
inducteur de I'expression du gene ampC. lls ne sont cependant pas substrats de la

céphalosporinase, ils sont pris en charge par des B-lactamases pour la plupart acquises par
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transfert de génes, notamment des B-lactamases de classes A (GSE), de classe B (IMP, VIM,
SPM et GIM) et de classe D (OXA-40 et OXA-198) (Walsh, 2010 ; Potron & al, 2015) et par les
pompes a efflux (la résistance liée a l'efflux sera développée au paragraphe 3.2.3). La
ceftazidime quant a elle, n’active pas I'expression du gene ampC mais est un substrat de la

céphalosporinase AmpC, qui empéche ainsi I'inhibition de la transpeptidase PLP3.

Le gene ampC est normalement porté par le chromosome bactérien, mais des
mutations au sein du chromosome bactérien ou encore le transfert horizontal de genes
grace a des plasmides a permis I'acquisition de genes codant pour des BLSE (B-lactamases a
Spectre Large) (voir § 2.2.3.1) et des céphalosporinases a spectre large (ESAC). En plus des B-
lactamines classiques, ces céphalosporinases semblent cependant réduire uniquement la
sensibilité aux carbapénemes (imipéneme, méropénéme) et a la céfépime et leur expression
semble étre induite par la présence de ces antibiotiques (Rodriguez-Martinez & al, 2009 ;
Rodriguez-Martinez & al, 2009). Ces enzymes different des céphalosporinases sauvages par
la présence de substitutions ou d’insertions d’acides aminés au niveau de quatre régions,
essentiellement localisées autour du site actif : les boucles Q et R2, les hélices H10 et H2 et
I'extrémité C-terminale de la protéine (Fig. 26). Méme si leur capacité d’hydrolyse des
carbapénémes reste faible (0,5 < Keat/Km < 6 pour I'imipénéme contre 35 < Kcat/Km < 860 pour
la pénicilline G), la résistance augmente d’un facteur 4 pour I'imipénéme et d’un facteur 4 a

16 pour la céfépime, en présence d’ESACs.
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Figure 26 : Structure de la B-lactamase AmpC de Pseudomonas aeruginosa (en bleu) en complexe avec un
inhibiteur (en vert). Les différentes régions du site actif dont la mutation est impliquée dans la résistance sont
indiquées. Code PDB : 2WZZ. (Berrazeg & al, 2015, Antimicrobial Agents and Chemotherapy).

3.2.2.2. Laréponse aux aminoglycosides

Un certain nombre d’aminoglycosides, notamment la tobramycine, la gentamicine, et
I'amikacine, sont traditionnellement employés dans le traitement des infections liées a P.
aeruginosa, notamment chez des patients atteints de mucoviscidose (Poole, 2011). Les
aminoglycosides ciblent principalement la synthése protéique et le développement de Ila
résistance est lié a I'acquisition d’enzymes de modification (EMA) (Fig. 27), de méthylases de
I’ARN ribosomal et a I'efflux (Poole, 2005). Seules les EMA et les méthylases seront décrites

dans ce paragraphe, I'efflux étant d’écrit au paragraphe suivant (§ 3.2.3).
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Les aminoglycosides peuvent subir une acétylation, une phosphorylation ou une
adénylation au niveau de leurs groupements amine ou hydroxyle, en position 1-, 3-, 6'- et 2’.
Les enzymes les plus fréquentes chez les souches cliniques résistantes sont les 3-N-
aminoglycoside acétyltransférases [AAC(3)], les 6’-N-aminoglycoside acétyltransférases [AAC
(6’)] et les aminoglycosides 2’-nucléotidyltransférases [ANT (2’)]. Ces enzymes conférent une
résistance a la gentamicine et a la tobramycine mais pas a I'amikacine, qui est prise en
charge par d’autres enzymes ([ANT(4’)]) (Poole, 2005). L'APH (3’)-llb est une
phosphoryltransférase endogene codée par le géne aphA, responsable de la résistance
naturelle de P. aeruginosa a la kanamycine. La forme APH (3’)-Il est prédominante chez les
isolats cliniques résistants a la kanamycine. Les aminoglycosides, notamment Ia
tobramycine, en concentrations sub-inhibitrices, entraine également la formation de

biofilms (Hoffman & al, 2005).

Figure 27: lllustration des sites modifiés par les enzymes de modification des aminoglycosides. Les
acétyltransférases sont représentées en rose, les phosphoryltransférases en bleu, les nucléotidyltransférases
en vert. Les enzymes bi-fonctionnelles (acétyl- et phosphoryltransférases) sont représentées en orange. Les
positions des groupements modifiés sont indiquées entre parenthéses. (Hainrichson & &I, 2008, Organic and
Biomolecular Chemistry).
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La résistance aux aminoglycosides implique également la méthylation de I’ARN
ribosomal 16S, empéchant ainsi la fixation des antibiotiques au niveau du site A de la sous-
unité 30S. P. aeruginosa possede plusieurs méthylases, notamment RmtA, RmtB, RmtD et
ArmA (Poole, 2011). Le géne rmtA est porté par des éléments mobiles (Yamane & al, 2004)
et RmtA présente 40% d’identité de séquence avec RmtB. RmtB est fréquemment retrouvée
chez des isolats cliniques de patients brésiliens résistants a I'imipénéme, ou elle est co-
exprimée avec la métallo-B-lactamase SPM-1 (Doi & al, 2007). ArmA est également co-

exprimée avec une métallo-B-lactamase, IMP-1 (Gurung & al, 2010).

3.2.3. LUefflux actif

En plus des systemes précédemment décrits, P. aeruginosa met en jeu des systéemes
d’efflux actif afin de prévenir I'accumulation des composés toxiques et notamment des
antibiotiques a l'intérieur de la cellule. Ces systemes d’efflux, classés en cing familles (§
2.2.1.2), sont impliqués a la fois dans la résistance intrinseéque et la résistance acquise aux
antibiotiques mais également dans I'efflux de biocides, de colorants, de détergents et de
solvants organiques. Méme si I'analyse du génome de P. aeruginosa a révélé la présence des
cing familles, la majorité des pompes d’efflux appartiennent a la famille des transporteurs
RND (Stover & al, 2000). Cette famille de transporteurs sera décrite de facon plus exhaustive
au paragraphe 4. On dénombre 12 pompes d’efflux chez P. aeruginosa et 5 d’entre elles ont
été décrites comme étant impliquées dans la résistance aux antibiotiques chez des isolats
cliniques : MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexEF-OprN, MexCD-OprJ et MexJK-OprM (Lister &
al, 2009). La pompe MexAB-OprM est exprimée de fagcon constitutive, I'expression des
autres pompes étant induite par des signaux environnementaux. Les substrats de ces

pompes varient d’une pompe a l'autre et sont résumés dans le tableau 1.
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Chapitre 1

A Régulateur Substrat
Operon Composant — . T .
Primaire | Secondaire Antibiotigues Autres composes
Flucrequinelones, f-lactamines
MexR NalC Lereq - B ! Biocides (ex: Triclosan)
Iexa inhibiteurs de B-lactamases, .
o . MNalD . _ . detergents, colorants,
mexAB-opriv MexB tetracycline, chloramphenicol, L )
: _ o homoserine lactones (H5L)
OprM macrolides, novobiocine, hvdrocarbures aromatigues
triméthoprime, sulfonamides ¥ a
MexC MfxB F'lcuégrr;qillrnoem;ﬁ?r:;aiz:}:zSJ Biocides [ex: Triclosan)
mexCo-opr, MexD o o p N * detergents, colorants,
o macrolides, novobiocine, .
Oprl . _ hydrocarbures aromatiques
trimethaprime
. MexE MexT Mex3 Fluoroquineclones, Biocides (ex: Triclasan),
mexEF-opri MexF MvaT . o . :
Oarh chloramphenicol, trimethoprime | hyrdocarbures aromatiques
MexX MexZ Flugroequinolones, B-lactamines,
mexXY MexY tetracycline, aminoglycosides,
OprifOpm (B,G,H etfou 1) chlorampheénicol, macrolides,
Mexd MexL
mex/K Mexk Tétracycling, Erythromycine Biocides (ex: Triclosan)
OpriM/OpmH
MexG SoxR
MexH
mexGH-opmD Fluoroquinolones Vanadium
Mexl
OpmD
Iexh nan Flugraguinclones,
mexVIv Tl e\ identifis chloramphenicol, tétracycline,
Qpri erythromycine
MexP non Fluoroquinolones,
mexPO-opmE MexQ ) o chloramphénicol, tétracycline,
! - identifie h
OpmE macrolides
Mexh non
mexMN MexM ) o, Chlorampheénicol, thiamphénicol
identifié
OprM
Tri&
tridBC Trig nen Triclosan
rAD - - p—
- Tric identifie
OpmH

Tableau 1: Caractéristiques des pompes d’efflux de la famille RND chez P. aeruginosa. Les complexes

bipartites MFP-RND sont indiqués en bleu et les OMFs correspondantes sont indiquées en rouge, vert et violet.

Les OMFs communes a plusieurs pompes sont indiquées par la méme couleur. (Adapté de Lister & al, 2009,

Clinical Microbiology Review).

La résistance liée a ces pompes implique souvent des mutations au niveau des

systemes de régulation qui entraine la surexpression des pompes a efflux. Mais cette

surexpression résulte principalement de I'induction de I'expression des pompes en réponse

aux signaux environnementaux. C'est le cas de la pompe MexXY-OprM dont I'expression est
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induite en présence d’aminoglycosides (gentamicine), de macrolides (érythromycine) et de
tétracyclines (Masuda & al, 2000) ou encore de la pompe MexEF-OprN dont I'expression est
induite par la présence d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et la pompe MexCD-Opr)
dont I'expression est induite par des agents déstabilisants de la membrane (Lister & al,
2009 ; Morita & al, 2014). Les génes codant pour certaines pompes spécifiques, notamment
la pompe MexCD-Oprl, sont portés par des éléments mobiles (transposons, intégrons) ou

des plasmides porteurs de genes de résistance supplémentaires (Poole, 2005).

Les régulateurs impliqués dans I'expression des pompes a efflux, qui peuvent jouer
un role répresseur ou activateur, sont regroupés en deux classes : les régulateurs locaux (ou
primaires) situés a proximité des genes et qui contrélent directement leur expression et les
régulateurs globaux (ou secondaires) impliqués dans plusieurs voies de régulation et qui
contrélent I'expression des genes de facon indirecte. Ces régulateurs acquiérent facilement
des mutations qui conferent a la bactérie une résistance aux antibiotiques (Fig. 28)

(Fernandez & Hancock, 2012).

3.2.3.1. Les régulateurs locaux

Une surexpression de la pompe MexAB-OprM a été décrite chez des mutants nalB
(souche de P. aeruginosa résistante a I'acide nalidixique) résistants aux B-lactamines (K
Poole & al, 1996 ; Higgins & al, 2003). Cette surexpression est due a des mutations du gene
mexR localisé en amont de I'opéron mexAB-oprM, qui code pour un répresseur de la famille

MarR (§ 2.2.1.2).

La pompe MexCD-Oprl est régulée de facon similaire par le produit d’expression du
gene nfxB, qui est adjacent a I'opéron mexCD-OprJ mais orienté dans le sens opposé. La
surexpression de cette pompe a cependant des effets délétéres sur la bactérie car elle
entraine la répression de I'expression d’autres systémes de résistance (pompes d’efflux,
facteurs de virulence) (voir § 3.2.4.1), rendant ainsi la bactérie plus sensible (Ferndndez &

Hancock, 2012).
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Un autre régulateur appartenant a la famille TetR, MexZ, réprime quant a lui
I’expression de la pompe MexXY en se liant a la région intergénique comprise entre les genes
mexZ et mexX. Des mutations de MexZ conduisent a I'apparition de résistance modérée aux
aminoglycosides chez des isolats cliniques retrouvés chez des patients atteints de

mucoviscidose (Vogne & al, 2004).

La pompe MexEF-OprN quant a elle, est plus souvent sujette a une activation qu’a
une répression. Des mutants de phénotype nfxC (souche de P. aeruginosa résistante aux
guinolones) résistants a une fluoroquinolone, la norfloxacine, présentent une surexpression
de cette pompe liée a des mutations qui entrainent I’activation du régulateur MexT. MexT
est un régulateur de la famille LysR (§ 3.2.2.1) codé par un gene situé en amont de I'opéron
mexEF-oprN, inactif chez les souches sauvages de P. aeruginosa, notamment grace a
I'insertion de 8 nucléotides (8-bp) au sein du géne mexT. Les mutants nfxC présentent des
mutations additionnelles de ce géne ou encore la délétion de linsertion 8-bp, qui
contribuent a I'expression de MexT sous forme active (Maseda & al, 2000). Il a également
été montré que des mutations de MexS, dont I'expression est régulée par MexT, sont
impliquées dans I"apparition du phénotype nfxC mutant (Richardot & al, 2016). MexS est une

oxydoréductase dont l'inactivation permet I'activation de I'opéron mexEF-oprN par MexT.

3.2.3.2. Les régulateurs globaux

Chez P. aeruginosa, I'expression de la pompe MexAB-OprM implique d’autres
systemes de régulations, en plus de MexR. Des mutants nalC, résistants grace a la
surexpression de cette pompe, ne présentent aucune mutation au sein du géne mexR. Ces
mutants ont permis d’identifier deux génes supplémentaires impliqués dans la régulation de
I'expression de la pompe MexAB-OprM, un répresseur de la famille TetR codé par le gene
nalC (locus PA3721) et ArmR (locus PA3719). Des mutations du gene nalC entraine la
surexpression de l'opéron PA3719-PA3720 chez des souches cliniques, opéron qui est
normalement réprimé par ce régulateur, conduisant a l'apparition du phénotype de

multirésistance nalC (Cao & al, 2004 ; Sobel & al, 2005). ArmR, produit de cet opéron, peut
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ainsi se lier a MexR, et inhiber la répression de I'expression de la pompe MexAB-OprM

(Daigle & al, 2007).

D’autre part, le systeme régulateur ParRS a récemment été identifié comme étant
impliqué dans la résistance a de nombreux antibiotiques. Ce systeme régule la transcription
de I'opéron arnBCADTEF (impliqué dans la modification du LPS, § 3.2.4.3), 'expression de la
pompe MexXY (indépendante de MexZ) et la répression de I'expression de la porine OprD.
Des mutations de ce systéme de régulation conferent a la fois la résistance aux polymyxines,

aux aminoglycosides, aux fluoroquinolones et aux B-lactamines (Muller & al, 2011).

Figure 28 : Voies de régulation de I’expression des pompes a efflux et de la porine OprD chez P. aeruginosa.
Les fleches bleues et rouges indiquent respectivement |'activation et la répression. Les régulateurs sont
indiqués par les cercles bleus et les signaux environnementaux par les rectangles verts. (Adapté de Fernandez
& Hancock, 2012, Clinical Microbiology Reviews).
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3.2.4. Les autres systemes de résistance

3.2.4.1. La protection de la synthése protéique

Les macrolides tels que I'érythromycine et I'azithromycine, qui inhibent la synthése
protéique, sont couramment utilisés contre P. aeruginosa. La bactérie (notamment la souche
PAO1) est cependant naturellement résistante aux macrolides in vitro, avec une CMI de 128
mg/L pour I'azithromycine et de 512 mg/L pour I'érythromycine en milieu Mueller-Hinton
(MH) (Gillis & al, 2005 ; Morita & al, 2013). Néanmoins, en présence de concentrations sub-
inhibitrices (inférieures a la CMI), I’azithromycine inhibe le quorum sensing et la formation
de biofilms. Par contre, dans des souches de phénotype nfxB, cet antibiotique permet de
sélectionner des mutants qui surexpriment la pompe MexCD-Opr] et la céphalosporinase
AmpC et sont ainsi capables d’assurer la formation du biofilm. La présence de mutations
dans I’ARN ribosomal 23S, qui empéche la fixation de I'azithromycine au ribosome, confere
également une résistance a cet antibiotique (Morita & al, 2013). Ces systemes de résistance
n’affectent cependant pas vraiment I'action des macrolides, car il a été démontré que la
surexpression de la pompe MexCD-Opr) entraine la réduction de I'expression des pompes
MexAB-OprM et MexXY-OprM et I'augmentation de I'expression des porines, réduisant ainsi
la résistance intrinseque de P. aeruginosa aux macrolides, mais également aux

aminoglycosides (Buyck & al, 2012).

Quant aux tétracyclines et au chloramphénicol, également inhibiteurs de la synthése
protéique (§ 1.2.2), P. aeruginosa leur est également naturellement résistante grace aux
pompes a efflux MexAB-OprM et MexXY-OprM (Morita & al, 2001). Tout comme les
fluoroquinolones (ciprofloxacine) ou les aminoglycosides (tobramycine), les tétracyclines

induisent également la formation de biofilms (Linares & al, 2006).

3.2.4.2. Laréparation et la protection de la synthése des acides nucléiques

La ciprofloxacine fait partie des fluoroquinolones utilisées en routine dans les

traitements anti-Pseudomonas (Poole, 2011). Ces antibiotiques inhibent la synthése des
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acides nucléiques en interagissant avec les enzymes de réplication notamment I’ADN gyrase
et la topoisomérase IV (§ 1.2.3). Bien que la résistance naturelle de P. aeruginosa aux
fluoroquinolones passe principalement par les pompes a efflux (§ 3.2.3), elle passe
également par des mutations des enzymes cibles. L’ADN gyrase (GyrA et GyrB) est la cible de
prédilection des fluoroquinolones, elle est donc préférentiellement modifiée. On retrouve
néanmoins quelques mutations de la topoisomérase IV (ParC et ParE) chez des isolats
multirésistants (Hooper, 1993). La plupart des mutations sont localisées au niveau du
domaine de fixation des quinolones (QRDR) et certaines souches multirésistantes présentent
plusieurs mutations de ’ADN gyrase GyrA et/ou de la topoisomérase ParC, les mutations de

GyrB et ParE étant plus rares (Poole, 2011).

Le biofilm contribue également a la résistance de P. aeruginosa aux fluoroquinolones.
En effet, en présence de concentrations sub-inhibitrices de ciprofloxacine, la formation de
biofilms augmente et la motilité des bactéries (« swarming ») diminue. (Linares & al, 2006).
Le systeme de régulation parR/parS semble également impliqué dans la résistance aux
fluoroquinolones, en contribuant a la réduction de l'influx (réduction de la perméabilité
membranaire) et a I'augmentation de I'efflux (surexpression des pompes a efflux) (Muller &

al, 2011).

La résistance aux quinolones implique également des systemes de réplication et de
réparation de I’ADN. Il a été montré que des mutants des hélicases RuvA et RecG ainsi que
des recombinases XerD et SSS présentent une augmentation de la sensibilité a la

ciprofloxacine (Olivares & al, 2013).

3.2.4.3. La modification du LPS

Contrairement aux bactéries des genres Proteus, Serratia et Burkholderia, P.
aeruginosa n’est pas naturellement résistante aux polymyxines. Elle est cependant capable
de développer une résistance a ces antibiotiques et cing systémes a deux composantes ont
été décrits a ce jour comme étant impliqués dans cette résistance (Olaitan & al, 2014) :

PmrA/PmrB, PhoP/PhoQ, ParR/ParS, ColR/ColS et CprR/CprS (Fig. 29).
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Figure 29 : Régulation des génes modificateurs du LPS impliqués dans la résistance aux polymyxines. (Adapté
d’Olaitan & al, 2014, Frontiers in Microbiology).

Les systemes pmrA/pmrB et phoP/phoQ stimulent la modification du LPS par addition
du groupement L-AradN (§ 2.2.2), sous le controle de I'opéron arnBCADTEF. La stimulation
de ces systemes de régulation est généralement induite par des mutations. Une seule
mutation a été décrite chez PmrA comme étant responsable de la résistance, tandis que
plusieurs mutants de PmrB ont été retrouvés chez des isolats cliniques résistants de P.
aeruginosa. Les mutations sont localisées au niveau du domaine périplasmique et du
domaine DHP (domaine de dimérisation et accepteur de groupement phosphate) de PmrB,
les mutations les plus significatives étant localisées au niveau du motif histidine. La plupart
des mutants pmrA/pmrB présentent une concentration minimale inhibitrice (CMI) comprise

entre 4 et plus de 512 mg/L.

Contrairement a Salmonella, |a résistance aux polymyxines causée par |'activation du
systeme phoP/phoQ n’est pas dépendante du systéeme pmrA/pmrB chez P. aeruginosa.
L’activation du systeme résulte de mutations du géne phoQ conduisant a l'activation de
I'opéron arnBCADTEF. Les mutations du géne phoP tendent plutét a agir comme des
suppresseurs chez les souches sensibles possédant des mutations des deux génes. Les

mutants phoP/phoQ présentent une CMI comprise entre 8 et plus de 512 mg/L.
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Il a été récemment montré que les mutants possédant a la fois des mutations pmrB
et phoQ sont beaucoup plus résistants aux polymyxines que les souches possédant I'une ou
I'autre des mutations. Une réversion du phénotype de résistance est cependant possible,
notamment par perte des mutations pmrB ou phoQ (réversion vers le phénotype sauvage),
par addition d’une mutation supplémentaire a phoP ou par troncature du gene phoQ a cause

de mutations secondaires.

Les systemes ColR/ColS et CprR/CprS ont, quant a eux, été décrits comme étant
impliqués dans la résistance aux polymyxines chez des mutants cliniques phoQ. Ces systémes
semblent interagir, grace a des mutations, avec le systéme phoP/phoQ, en augmentant
I'activité de PhoQ, contribuant ainsi a une augmentation de la résistance aux polymyxines.
De plus, les systemes cprR/cprS et parR/parS ont été décrits comme étant impliqués dans la
résistance adaptative aux polymyxines. Les deux systémes régulent I'expression de I'opéron
arnBCADTEF et donc la modification du LPS. Il a été montré que des mutations de ParR ou de
ParS entrainent une expression constitutive de |'opéron arnBCADTEF indépendante du
systeme pmrA/pmrB, contribuant ainsi a la résistance aux polymyxines. Cette résistance
semble cependant impliquer d’autres génes régulés par le systéeme parR/parS (Muller & al,

2011). Les mutants parR/parS présentent une CMI de 2 mg/L.

Les génes impliqués dans la modification ou l'interaction avec le LPS semblent
impliqués dans la résistance aux polymyxines. C'est le cas de la protéine de la membrane
externe OprH qui est surexprimée dans un milieu déficient en ions Mg?* ou chez des souches
mutantes (a l'instar des souches phoQ-) et qui confere une résistance aux polymyxines en se

liant au LPS, le rendant ainsi inaccessible aux polymyxines.

3.2.5. Evolution de la résistance chez Pseudomonas aeruginosa

En plus des systemes de résistance canoniques décrits précédemment, il a été
récemment montré que P. aeruginosa est capable d’accumuler des mutations aléatoires
conduisant ainsi a I'émergence de souches multirésistantes comportant des hypermutations.

La plupart de ces mutations affectent des régulateurs transcriptionnels, les systemes de
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synthese et de réparation de I’ADN, les génes d’adaptation (biofilm, quorum sensing, etc.).
Ces hypermutations ont été décrites en présence de B-lactamines, de fluoroquinolones et de
carbapénémes (Solé & al, 2015 ; Cabot & al, 2016) et les souches hypermutantes semblent
étre impliquées dans la prévalence des infections chroniques chez des patients atteints de

mucoviscidose (Macid & al, 2005) (Fig. 30).

Figure 30 : Distribution de la fréquence des mutations chez 62 isolats cliniques retrouvés chez des patients
atteints d’infections chroniques. Les fréquences de mutations de la souche contréle PAO1 et de la souche
hypermutable dérivée PAOAmutS sont indiquées. (Adapté de Macid & al, 2005, Antimicrobial Agents
Chemotherapy).

3.2.5.1. Evolution de la résistance aux B-lactamines

Chez les souches hypermutantes de P. aeruginosa, la résistance aux B-lactamines est
causée par la surexpression de la céphalosporinase AmpC (§ 3.2.2.1), due a des mutations de
génes codant pour des enzymes de recyclage impliquées dans la biosynthése du
peptidoglycane, notamment DacB (PLP4), AmpD et AmpR. Aucune de ces souches ne

présente cependant de résistance liée a la surexpression de pompes a efflux.
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D’autres hypermutants présentent des mutations du géne ga/U qui code pour une
UDP-glucose pyrophosphorylase, I'une des enzymes requises pour la synthése du LPS. Cette
enzyme est inactivée chez ces mutants et confére une augmentation de la résistance a la
ceftazidime et au méropéneme. Ces mutants présentent également une mutation du
régulateur GacS, facteur impliqué dans la virulence, la formation du biofilm et la résistance

aux antibiotiques.

3.2.5.2. Evolution de la résistance aux fluoroquinolones

Les hypermutants résistants aux fluoroquinolones (ciprofloxacine) présentent
plusieurs mutations des domaines QRDR de I’ADN gyrase GyrA et/ou de la topoisomérase
ParC. Ces mutants surexpriment également certaines pompes a efflux, notamment la pompe
MexEF-OprN ou la pompe MexAB-OprM (liée a une mutation du géne mexR).

Ces mutants présentent également une délétion de trois nucléotides du géne codant
pour PmrB, un régulateur de la modification du LPS (§ 3.2.4.3). Cette mutation n’augmente
pas la résistance a la colistine (polymyxine E) mais contribue a une résistance croisée aux
fluoroquinolones. Certains mutants présentent également des mutations de génes

régulateurs (gacR et retS) ou encore de I'exonucléase Rec).

3.2.5.3. Evolution de la résistance aux carbapénémes

Les hypermutants résistants aux carbapénémes présentent tous des mutations qui
entrainent la répression de |'expression de la porine OprD. Ces mutants présentent
également des mutations des génes mexR et nalC liées a la surexpression de la pompe
MexAB-OprM. Des mutations de MexT ont été identifiées chez des mutants résistants qui ne
surexpriment cependant pas la pompe MexEF-OprN. Ces mutants présentent également des
mutations du géne pbpA qui code pour la transpeptidase PLP2, enzyme majoritairement
ciblée par les carbapénemes. De larges délétions au sein du chromosome bactérien ont été
retrouvées chez certains mutants (jusqu’a 300 000 nucléotides chez des mutants résistants

au méropéneme), entrainant ainsi I'absence de cibles des antibiotiques.
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INTRODUCTION Chapitre 1

4. Les pompes a efflux de la famille RND : structure et mécanisme

4.1. Architecture

Les pompes d’efflux de la famille de transporteurs RND sont des systemes tripartites
constitués d’une protéine de la membrane externe (OMF), d’'une protéine de fusion
périplasmique (MFP) et d’un transporteur inséré dans la membrane interne (RND) (Fig. 31).
Ces complexes traversent entierement les deux membranes et I'espace périplasmique,
permettant ainsi le transport des molécules, notamment des antibiotiques du milieu
intracellulaire vers le milieu extracellulaire. Chez P. aeruginosa, les douze genes codant pour
ces pompes sont organisés en opérons comportant pour la plupart deux génes codant pour
la protéine MFP et le transporteur RND. Sept d’entre eux portent également le géne codant

pour une OMF, les autres en étant dépourvus (Lister & al, 2009) (Fig. 32).

Figure 31 : Organisation des pompes a efflux tripartite de la famille RND.
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Figure 32: Les opérons codant pour les pompes a efflux chez P. aeruginosa. Les fleches rouge sombre
indiquent des génes régulateurs, les génes codant pour les protéines MFP (en violet), les transporteurs RND (en
bleu) et les protéines OMF (en rouge) sont indiquées. La protéine MexG, en jaune, est de fonction inconnue,
bien qu'il ait été suggéré qu'elle soit insérée dans la membrane interne afin de contribuer a la fonction de la
pompe MexHI-OpmD. (Adapté de Lister & al, 2009, Clinical Microbiology Review).

4.1.1. Le transporteur RND

Plusieurs structures de transporteurs RND ont été résolues a ce jour, dont MexB de la
pompe MexAB-OprM de P. aeruginosa (Sennhauser & al, 2009) et MtrD de Neisseria
gonorrhoeae (Bolla & al, 2014) mais le mieux caractérisé est le transporteur AcrB de la
pompe AcrAB-TolC d’Escherichia coli (Murakami & al, 2002 ; Yamaguchi & al, 2015). Ce
transporteur posséde un large spectre d’activité et contribue a la résistance a de
nombreuses molécules (antibiotiques, détergents, colorants, solvants). AcrB constitue donc
un modele idéal pour I'étude du mécanisme d’efflux, avec environ 40 structures décrites a ce
jour dans la PDB, la structure entiére de plus haute résolution ayant été obtenue a 2,5 A

(Sennhauser & al, 2007).

58



4.1.1.1. Structure cristallographique du transporteur AcrB

AcrB est un homotrimere de 330 kDa. Chaque monomere, composé de 1049 résidus,
présentant une duplication de séquence, est constitué de deux principaux domaines, un
domaine transmembranaire d’environ 50 A inséré dans la membrane interne et d’un

domaine périplasmique d’environ 70 A (Fig. 33).

Le domaine transmembranaire est constitué de 12 hélices a transmembranaires (TM)
et d’une hélice a cytosolique (la) située entre les hélices TM6 et TM7. Les 12 hélices de
chaque monomére entourent un pore central d’environ 30 A de diameétre ouvert sur le
cytoplasme. Il a été montré que ce pore, considéré au départ comme étant aqueux, est
rempli de phospholipides (Nakashima & al, 2013). Ce domaine présente également une

cavité transmembranaire localisée entre les hélices TM8 et TM9.

Le domaine périplasmique est constitué de deux sous-domaines, le domaine

d’amarrage et le domaine du pore.

Le domaine d’amarrage est constitué de deux sous-domaines, les domaines DN et DC
contenant chacun des structures « en épingle a cheveux B» (B-hairpin). Les structures « en
épingle a cheveux B» de chaque monomeére pénetrent au sein du monomere voisin, formant
ainsi un entrelacement qui contribue a stabiliser le trimére. Le domaine d’amarrage de
chacun des trois monomeres forme au sein du trimére un entonnoir avec un diameétre
interne d’environ 30 A, équivalent aux dimensions de I'extrémité inférieure de TolC

(Koronakis & al, 2000). Cet entonnoir correspond a la cavité centrale périplasmique.
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INTRODUCTION Chapitre 1

Figure 33 : Structure du trimere (A) et topologie d’'un monomere (B) d’AcrB. L'un des monomeres est colorié
en fonction de ses domaines structuraux (A). Les résidus impliqués dans le transfert de protons chez AcrB et
MexB sont indiqués en rouge. Les résidus indiqués en bleu correspondent aux résidus de la crevasse. Les
différentes cavités sont matérialisées par les surfaces bleues transparentes. Code PDB : 1IWG (Adapté de Pages
& al, 2011, Revue Francophone des Laboratoires et de Yamaguchi & al, 2015, Frontiers in Microbiology).
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Le domaine du pore est quant a lui constitué de 4 sous-domaines, les domaines PN1
et PN2 localisés au niveau de I'extrémité N-terminale entre les hélices TM1 et TM2 et les
domaines PC1 et PC2 localisés au niveau de I'extrémité C-terminale entre les hélices TM7 et
TMS8. Les quatre domaines, constitués d’une répétition d’'un motif B-a-p, forment deux
poches, la crevasse, formée entre les domaines PC1 et PC2 de chague monomeére, et le

vestibule, formé entre les domaines PN2 et PC2 de deux monomeres voisins (Fig. 34).

Figure 34 : Vue transversale du domaine du pore d’AcrB (vue de dessus, depuis le domaine d’amarrage). Les
différentes poches formées par les sous-domaines (crevasse et vestibule) sont indiquées et les trois
monomeéres indiqués en rouge, vert et bleu présentent la méme conformation. (Adapté de Murakami & al,
2002, Nature).

La crevasse correspondrait au site d’interaction avec la protéine MFP et les deux
poches ont été décrites comme étant les portes d’entrée des substrats (Murakami & al,
2002). Cette hypothese a été réfutée pour le vestibule car aucune des structures d’AcrB

résolues en complexe avec un ligand localisé au sein de la cavité centrale n’a permis
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d’identifier une densité électronique correspondant a un ligand fixé au niveau du vestibule
(Yu, 2003 ; Pos & al, 2004) (Fig. 35). De plus, la présence de I'hélice a centrale a I'extrémité

distale du vestibule empéche la progression du substrat a travers cette poche (Fig. 35).

Figure 35 : Vue transversale du domaine du pore d’AcrB (depuis le domaine d’amarrage) en complexe avec
différents antibiotiques. Les sites de fixation au niveau de la crevasse (indiquée par les courbes en pointillés),
de la minocycline (en cyan), de la doxorubicine (en orange), de la rifampicine (en magenta) et de
I’érythromycine (en jaune) sont indiqués. Les hélices de chaque monomeére qui ferment I’extrémité du
vestibule (indiqué par les fleches en pointillés) sont indiquées en vert, en rouge et en bleu. Les trois
monomeres représentés en vert clair, en bleu clair et en rose pale présentent des conformations différentes.
(Adapté de Yamaguchi & al, 2015, Frontiers in Microbiology).

De récentes études de dynamique moléculaire et de mutagénése dirigée semblent
cependant suggérer que le vestibule est bien impliqué dans I'entrée des substrats, mais

uniquement dans l'entrée de molécules de faible poids moléculaire (acriflavine), les
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molécules de haut poids moléculaire (novobiocine) passant préférentiellement par la

crevasse (Husain & al, 2011 ; Yao & al, 2013).

Ces poches forment des cavités dites « proximales » ouvertes sur le périplasme et des
cavités dites « distales » ouvertes sur la cavité centrale (entonnoir) du domaine d’amarrage
et sont reliées entre elles par une boucle (G-loop ou switch loop). La cavité proximale
constitue la cavité d’accés des substrats, la cavité distale correspondant a la cavité de
fixation des substrats (voir paragraphe suivant). La cavité proximale du vestibule
communique avec la cavité transmembranaire comprise entre les hélices TM8 et TM9,
permettant ainsi I'efflux des substrats depuis la membrane interne. Ces poches contiennent
des résidus aromatiques, polaires et chargés qui sont favorables aux interactions avec les
substrats et contribuent ainsi a la polyspécificité d’AcrB (Murakami & al, 2006 ; Nakashima &

al, 2011 ; Eicher & al, 2012).

4.1.1.2. Mécanisme d’efflux péristaltique

Le mécanisme d’efflux a été décrit grace a des données expérimentales. Dans les
premiers cristaux obtenus dans le groupe d’espace R32, I'axe de symétrie cristallographique
d’ordre 3 traversait le trimere, imposant une structure identique des trois monomeres. Ce
n’est que lorsqu’une nouvelle structure d’AcrB en complexe avec des ligands (minocycline,
doxorubicine), a été résolue dans le groupe d’espace C2 dans lequel le trimére n’est pas
contraint, que des premieres hypotheses fonctionnelles ont pu étre émises (Murakami & al,

2006).

Trois voies d’entrée des substrats ont été proposées, 'une depuis la membrane
interne via une cavité située entre les hélices transmembranaires TM8 et TM9, la seconde
depuis le périplasme, via la crevasse (Pos, 2009 ; (Nikaido, 2009) ou le vestibule (voir §
4.1.1.1, domaine du pore) (Fig. 36). La troisieme entrée possible correspondrait au pore
central (Nakashima & al, 2011). Des expériences de mutagénese dirigée et de dynamique
moléculaire ont permis de montrer que les deux premieres voies (transmembranaire et

périplasmique) sont respectivement impliquées dans I'efflux des composés hydrophobes et
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hydrophiles (Husain & al, 2011 ; Nakashima & al, 2011 ; Yao & al, 2013). Des expériences de
mutagénese ont également permis de montrer que le pore central constitue une voie de
passage possible pour les substrats depuis le cytoplasme vers le périplasme, avant leur prise

en charge par le vestibule ou la crevasse (Ohene-Agyei, Lea, & Venter, 2012).

A
|
1
I

entrance 3

Figure 36 : Les différentes voies d’entrée possibles des substrats au sein du transporteur trimérique AcrB. Le
vestibule (entouré en jaune), la crevasse (entrée 2) ainsi que la cavité transmembranaire située entre les
hélices TM8 et TM9 (entrée 1) sont indiquées. L’entrée correspondant au pore central (entrée 3) est également
indiquée (Adapté de Yamaguchi & al, 2015, Frontiers in Microbiology).

Une éventuelle voie d’entrée supplémentaire a récemment été décrite. En effet, la
mutation de deux résidus lleu38 et lleu671, situés sur des boucles localisées de part et
d’autre du vestibule et reliant respectivement I'hélice transmembranaire TM1 au domaine
PN1 et le domaine PC1 au domaine PC2 (Fig. 37) entraine I'apparition de phénotypes

sensibles aux antibiotiques. La localisation de ces résidus semble cependant en faveur d’'une
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contribution a la sélectivité du vestibule plutdt qu’une nouvelle voie d’entrée des substrats

(Yao & al, 2013 ; Schuster, Vavra, & Kern, 2016).

Figure 37 : Vue partielle de la crevasse de I'un des monomeéres d’AcrB. Les résidus de la cavité de fixation du
substrat dite distale (en bleu) et de la cavité d’entrée du substrat dite proximale (en vert) sont indiqués. Le
cercle mauve indique I'entrée de la crevasse. Les chaines latérales des résidus 138 et 1671, portés par des
boucles qui délimitent la possible entrée supplémentaire sont indiqués. TM : domaine transmembranaire. TD :
domaine d’amarrage. (Adapté de Schuster, Vavra, & Kern, 2016, Antimicrobial Agents and Chemotherapy).

Contrairement aux structures cristallographiques montrant plusieurs substrats liés au
transporteur (Yu & al., 2003 ; 2005 ; Hung & al., 2013), il a été décrit qu'une seule molécule
a la fois peut étre effluée par le trimere d’AcrB. AcrB perd sa forme symétrique au cours de
I'efflux et les trois monomeéres adoptent trois conformations différentes nommées
conformations « loose » (L), « tight » (T) et « open » (O) correspondant respectivement aux

trois étapes de I'efflux : I'entrée du substrat (L), la fixation (T) et I'extrusion (O) (Fig. 38). La
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forme symétrique d’AcrB correspond donc a la forme libre du transporteur dans laquelle
tous les monomeres adoptent la conformation L. L'efflux s’effectue suivant un mécanisme
de rotation péristaltique caractérisé par I'alternance des conformations LTO. Nous parlerons
uniquement de l'efflux a travers la crevasse, car il s’agit de la voie d’entrée la mieux
caractérisée, aussi bien au niveau structural qu’in vivo avec notamment |'apport de données

de cross-link.

Le monomere en conformation L (« access monomer ») présente une cavité
proximale en conformation ouverte grace a I'éloignement du domaine PC1 par rapport au
domaine PC2, permettant I'entrée du substrat. Les molécules de haut poids moléculaire
(rifampicine, érythromycine) se fixent au niveau cette cavité proximale (Nakashima & al,
2011 ; Eicher & al, 2012). La cavité distale quant a elle, est resserrée grace a l'interaction

entre les domaines PN2/PC1 et PN1/PC2 (Fig. 39).

Le monomeére en conformation T (« binding monomer ») présente une conformation
similaire a celle de I’ « access monomer ». La cavité proximale est cependant plus resserrée,
notamment grace au déplacement de la G-loop (Fig. 39) et des domaines PC2, PC1 et PN2,
permettant ainsi la progression du substrat vers la cavité distale. La réduction du volume de
la cavité proximale empéche le retour du substrat en sens inverse. La cavité distale est quant
a elle beaucoup plus ouverte grace a I'éloignement des domaines PN2/PC1 par rapport aux
domaines PN1/PC2 (Fig. 39). Cette cavité contient une poche hydrophobe riche en
phénylalanine qui correspond a la poche de fixation des substrats de faible poids moléculaire
(doxorubicine, minocycline) (Murakami & al, 2006). Dans les deux cas (access monomer et
binding monomer), le substrat ne peut pas étre expulsé car I'extrémité de la cavité distale

qui débouche sur I’entonnoir est fermée.

Le troisieme monomére nommeé « extrusion monomer » est en conformation O et
présente une extrémité de la cavité distale ouverte. La cavité transmembranaire est fermée
par I'élongation de l'extrémité N-terminale de I'hélice TMS8, et la cavité proximale par le
mouvement du domaine PC2 vers le domaine PCl. Le rétrécissement de la cavité distale
grace au déplacement des domaines PN2/PC1 vers les domaines PN1/PC2 et I'ouverture de

I’entonnoir contribuent a I’expulsion du substrat.
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Figure 38 : Mécanisme d’efflux par rotation péristaltique a travers le complexe tripartite AcrAB-TolC. Le
panneau supérieur montre une vue transversale du complexe et le panneau inférieur une vue transversale du
domaine du pore du transporteur AcrB. Le substrat est représenté en jaune et les trois monomeres d’AcrB, qui
présentent différentes conformations (LTO), sont représentés en vert pour |’ « access » monomeére en
conformation L (Loose), qui permet I'entrée du substrat, en bleu pour le « binding» monomeére en
conformation T (Tight), qui permet la fixation du substrat et en rouge pour I’ « extrusion » monomere en
conformation O (Open), qui permet I'expulsion du substrat. (Adapté de Yamaguchi & al, 2015, Frontiers in
Microbiology).

Ces changements conformationnels sont interdépendants, la conformation d’un
monomere affectant celle du monomeére voisin. Des expériences de cross-link et de
mutagéneése ont permis de confirmer qu’il est impossible qu’un monomeére puisse
fonctionner de facon indépendante. Takatsuka et Nikaido (Takatsuka & Nikaido, 2009) ont
en effet montré que la présence d’'un monomeére covalemment lié aux deux autres inactivé
au niveau du réseau de transfert de protons (présenté dans le paragraphe suivant), inactive
le trimere. Les trois monoméres permettent ainsi le transport des substrats de facon

séquentiellement et concertée. De récentes études de dynamique moléculaire réalisées a
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partir de la structure d’AcrB en complexe avec la doxorubicine ont par ailleurs permis de
montrer que la fixation d’un second substrat accélére les changements conformationnels

permettant la dissociation et I'expulsion du premier substrat (Wang & al, 2015).

Figure 39: Les différentes conformations adoptées par les monomeéres d’AcrB au cours de l'efflux. Le
« binding » monomere (A), qui permet la fixation du substrat, présente une cavité distale plus ouverte et une
cavité proximale plus resserrée que celles de I’ « access » monomére (B) qui permet I'entrée du substrat. Cette
différence de conformation est en partie liée au mouvement de la boucle (G-loop ou Switch loop) qui sépare
les deux cavités, en présence d’un substrat. (Adapté de Yamaguchi & al, 2015, Frontiers in Microbiology).

4.1.1.3. L’énergie couplée a I'efflux

L’efflux de composés par les transporteurs de la famille RND est couplé a un gradient
de protons a travers la membrane appelé force protomotrice (PMF). Des expériences de
mutagéneése dirigée ont permis de montrer que 5 résidus essentiels sont impliqués dans le
transfert de protons au cours de I'efflux : Asp407, Asp408, Lys940 (Lys939 chez MexB),
Arg971 et Thr978 (Arg969 et Thr976 chez MexB) (Eicher & al, 2014). Ces résidus, pour la
plupart localisés au centre des hélices transmembranaires TM4 (Asp407, Asp408), TM10
(Lys940) et TM11 (Thr978) et a proximité de la surface cytoplasmique (Arg971), forment un

réseau de liaisons hydrogéne et de ponts salins (Fig. 40).
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Figure 40 : Changements conformationnels impliqués dans le transfert de protons au cours de I'efflux vus
depuis le domaine transmembranaire (A) ou depuis le périplasme (B). (A) Les états initiaux et finaux
correspondant aux différentes conformations sont matérialisés respectivement par les couleurs claires et les
couleurs sombres. (B) Les résidus impliqués dans le réseau de transfert transmembranaire de protons sont
indiqués en jaune et représentés au sein des trois conformations L, T et O. Les résidus sont situés a l'interface
entre deux motifs transmembranaires répétés (en bleu et en rouge). Le panneau supérieur (B) montre
I’environnement des résidus D407 et D408 et le panneau inférieur (B) montre I'environnement du résidu R971.
(Adapté de Eicher & al, 2014, elife).
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Le passage d’une conformation a l'autre (L > T, T 2 O et O = L) nécessite le
mouvement des hélices transmembranaires TM2 et TMS8, respectivement liées aux
domaines PN2/PC1 et PN1/PC2. La fixation du substrat aux domaines PN2/PC1 provoque le
mouvement de I’hélice TM2, initiant ainsi la transition T = O. Ce mouvement de I'hélice
entraine une réorientation des résidus impliqués dans le transfert de protons, et notamment
celle de la Lys940. Ce résidu permet le transfert d’un proton grace a une chaine de molécules
d’eau liée au périplasme, conduisant ainsi a la protonation des résidus Asp407 et Asp408 au
niveau de la surface périplasmique de la membrane interne. La protonation a donc lieu au
cours du passage T = O (extrusion) et le transfert de protons du résidu Asp408 au résidu
Arg971 a lieu au cours de la transition O -> L. La déprotonation, due au relargage des protons
par le résidu Arg971 au niveau du cytoplasme, a également lieu au cours du passage O 2 L,

et permet de reconstituer le réseau de liaisons hydrogéne et de ponts salins (Fig. 40).

4.1.2. Le canal de la membrane externe (OMF)

4.1.2.1. Aspects structuraux

Les OMFs sont impliquées dans I'étape finale de I’efflux des substrats exportés par le
transporteur RND. Le canal TolC, de la pompe AcrAB-TolC d’Escherichia coli est la premiere
OMF dont la structure a été résolue. C'est la protéine OMF la mieux caractérisée. La
premiére information structurale, montrant la formation trimérique de la protéine et la
présence peu classique de la longue extension périplasmique, a été obtenue par coloration
négative en microscopie électronique a une résolution de 12 A (Koronakis & al, 1997). La

structure cristallographique a été résolue trois ans plus tard a 2,1 A (Koronakis & al, 2000).

TolC est une protéine constituée de 471 résidus dont les monomeéres s’assemblent
en homotrimere. Cet homotrimére d’environ 150 kDa forme un canal long de 140 A organisé
en deux principaux domaines: un domaine transmembranaire constitué de 12 brins B
organisés en tonneau B d’environ 40 A inséré dans la membrane externe, et un domaine

périplasmique long d’environ 100 A (Fig. 41). Ce second domaine est constitué de 12 hélices
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o organisées en trois sous-domaines : le domaine a, le domaine équatorial et le domaine
coiled-coil. Chague monomeére est formé par la répétition d’'un motif conservé constitué de
deux brins B transmembranaires (Fig. 41, S1-S2), d’'une longue hélice (H3) et de deux hélices
alignées le long de leur axe (H2 et H4), possédant chacune une de leur extrémité au niveau
du domaine équatorial, formant ainsi une pseudo-hélice de méme longueur que I’hélice H3.
Ces pseudo-hélices conferent une certaine flexibilité au trimére. Le domaine équatorial (ou

domaine mixte a/B) est constitué d’'un mélange de structures secondaires (hélices a et brins

B).

Figure 41 : Structure du trimeére (A) et topologie d’un monomeére (B) de TolC. Les extrémités extracellulaire (C,
panneau supérieur) en conformation ouverte et périplasmique (C, panneau inférieur), légérement ouverte sont
également représentés. Les trois monomeres sont représentés en magenta, vert et cyan (A). Code PDB 1EK9.
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Contrairement au domaine transmembranaire au sein duquel les brins B forment un
canal d’environ 35 A de diamétre, 'extrémité périplasmique (ou domaine coiled-coil) est
totalement fermée. Cette obstruction, qui résulte de I'incurvation des hélices a d’environ
20° par rapport a l'axe du canal, est due a la présence de ponts salins et de liaisons
hydrogéne intra- et intermonomériques entre des résidus localisés a I'extrémité des hélices
périplasmiques. Une constriction supplémentaire, localisée plus haut dans le canal, est
constituée par un anneau anionique formé par les groupements carboxylate des chaines
latérales des résidus Aspartate présents dans cette région (Fig. 42). Cet anneau constitue un
filtre sélectif pour les cations. Ces deux verrous ne permettent donc pas l'efflux de
molécules. Une ouverture du canal est donc nécessaire au cours du processus de

translocation.

Figure 42 : Anneau anionique de TolC. Les résidus acides (Asp371 et Asp374) des trois monomeres forment un
anneau anionique qui constitue un filtre de sélectivité pour les cations.
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Il existe de nombreux homologues structuraux de TolC chez P. ageruginosa (OprM,
OprN, Oprl), OpmH, OpmG, voir Tableau 1) ainsi que chez la plupart des bactéries. Plusieurs
d’entre eux ont également été cristallisés, notamment OprM de P. aeruginosa, MtrE de
Neisseria gonorrhoeae, VViceC de Vibrio cholerae, CmeC de Campylobacter jejuni et CusC d’E.
coli (Akama & al, 2004 ; Phan & al, 2010 ; Monlezun & al, 2015 ; Lei & al, 2014 ; Federici & al,
2005 ; Kulathila & al, 2011 ; Lei & al, 2014 ; Su & al, 2014). Toutes ces OMF présentent la
méme architecture, exception faite du domaine équatorial qui montre des variations
significatives, notamment au niveau de I'extrémité C-terminale. L'importance de ce domaine
a été montrée grace a des mutants de perte de fonction de TolC (Yamanaka & al, 2002 ;
Bokma & al, 2006 ; Krishnamoorthy & al, 2013) et il semble étre impliqué dans I'interaction
avec le partenaire MFP. Par rapport a ses homologues, TolC est la seule a posséder un

feuillet B supplémentaire au niveau de ce domaine.

4.1.2.2. Meécanisme d’ouverture

La plupart des structures de protéines OMF ont été résolues en conformation fermée
(OprM, TolC, CusC) a l'une des extrémités ou au niveau des deux extrémités. Des structures
de mutants artificiellement ouverts de TolC ont permis d’identifier des résidus clés qui
contribuent a la fermeture de I'extrémité périplasmique et qui sont impliqués dans des
liaisons hydrogéne, comme décrit précédemment: Thr152, Asp153, Tyr362, et Arg367. La
suppression des liaisons hydrogene et des ponts salins entre ces résidus entraine une
réorientation des hélices internes (H4 et H8) et des hélices externes (H3, H7) du trimere liée
au relachement de la contrainte de torsion et un élargissement du pore périplasmique
(Andersen & al, 2002 ; Bavro & al, 2008 ; Pei & al, 2011). La caractérisation structurale de ces
mutants a donc permis de décrire un mécanisme d’ouverture séquentiel impliquant une
torsion des hélices, couplée a une dilatation du pore (Fig. 43). Les résidus impliqués dans
cette ouverture varient d’'une OMF a I'autre, mais le mécanisme semble étre conservé. En
effet, I’analyse par modes normaux d’OprM a permis de décrire un mécanisme d’ouverture

similaire (Phan & al, 2010) et la réorientation des hélices conduisant a cette ouverture est
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également observée pour le canal MtrE, de la pompe MtrCDE de Neisseria gonorrhoeae,

dont la structure a résolue en conformation ouverte (Lei & al, 2014)..

Cette ouverture semble par ailleurs médiée par I'interaction avec les partenaires au

cours de I'assemblage (qui sera décrit au paragraphe 4.2).

Figure 43 : Comparaison des extrémités périplasmiques de TolC (A) et de MtrE (B). MtrE présente une
extrémité périplasmique en conformation ouverte contrairement a TolC. La superposition de la structure de
TolC en conformation fermée (C, en violet) a la structure de TolC en conformation ouverte (C, en vert) montre
les changements conformationnels de I'un des résidus (Gly365) impliqués dans I'ouverture du canal. (Adapté
de Pei & al, 2011, PNAS). Code PDB : 1EK9 et 2XMN (TolC) et 4MTO (MtrE).
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4.1.2.3. Acylation des protéines OMF

La plupart des OMFs sont des lipoprotéines possédant une chaine lipidique sur leur
extrémité N-terminale. De maniére générale, les lipoprotéines sont synthétisées dans le
cytoplasme sous forme de précurseur qui va traverser la membrane interne grace a des
systemes de translocation de type Tat et Sec (Delisa & al, 2003 ; Papanikou & al, 2007). Le
clivage du peptide signal est suivi par une modification de I'acide aminé N-terminal par
addition d’un lipide allant s'insérer au niveau de la surface périplasmique de la membrane
(Sankaran & Wu, 1994). Les modes d’acylation les plus courants sont la myristoylation
(addition d’un myristate au niveau de la glycine N-terminale) et la palmitoylation (addition
d’un palmitate au niveau de la cystéine N-terminale) (Resh, 1999). Méme s’il a été montré
qgque des protéines bactériennes peuvent subir une myristoylation aprés sécrétion a
I'intérieur des cellules de I'h6te, la myristoylation reste un processus purement eucaryote,
les bactéries et les virus (hormis deux entomopoxvirus) étant dépourvus de

myristoyltransférases (Maurer-Stroh & Eisenhaber, 2004).

Les lipoprotéines matures sont ensuite, soit adressées a la membrane externe grace
au systéme de translocation Lol, soit maintenues insérées dans la membrane interne. Il a été
montré que la nature du résidu situé a proximité de la cystéine N-terminale, soit le résidu en
position 2 chez E. coli ou en position 3 et 4 chez P. aeruginosa, conditionne I'adressage a la
membrane externe ou le maintien au sein de la membrane interne. OprM possede une
leucine et une isoleucine, en position 3 et 4, ce qui contribue a son adressage a la membrane
externe tandis que la présence d’une lysine et d’'une sérine a la place de ces résidus chez
MexA conditionne son maintien dans la membrane interne (Terada & al, 2001 ; Narita &

Tokuda, 2007).

Le systeme Lol est suffisant pour la translocation des lipoprotéines classiques.
Cependant, les lipoprotéines possédant des feuillets B transmembranaires sont adressées a
la membrane externe sous forme dépliée et nécessitent des systémes supplémentaires pour
leur translocation et leur repliement. En effet, le systeme Lol interagit uniqguement avec
I'extrémité N-terminale acylée. Des protéines chaperonnes protégent donc les lipoprotéines
non repliées de la dégradation et catalysent la translocation vers la membrane externe

(Solov'eva & al, 2012). Un troisieme systeme, la machinerie d’assemblage des protéines
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membranaires organisées en feuillets B transmembranaires (BAM), intervient dans
I’'assemblage des protéines au sein de la membrane externe (Knowles & al, 2009 ; Hagan &
al, 2011). La Figure 44 résume I'ensemble de ces systemes de modification et de transport

des OMF.

Figure 44 : Systemes de sécrétion, de translocation et de repliement impliqués dans I'adressage des
protéines a la membrane externe. Les protéines sont sécrétées a travers la membrane interne grace au
systeme Sec. Elles sont ensuite adressées a la membrane externe grice au systeme de translocation Lol
(protéines acylées) ou a des chaperonnes (protéines non acylées). Les protéines (acylées ou non) organisées en
feuillet B sont prises en charge par le systeme d’assemblage transmembranaire BAM. (Adapté de Okuda &
Tokuda, 2011, Annual Reviews of Microbiology).

Comme décrit précédemment, les lipoprotéines sont synthétisées sous forme de
précurseurs dans le cytoplasme. Ces précurseurs possedent un peptide signal qui permet

I'adressage a la membrane interne. Ce peptide signal comporte une séquence consensus
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(Leu-(Ala/Ser)-(Gly/Ala)-Cys) appelée « lipobox » située en amont de la cystéine N-terminale.
La lipobox constitue le motif de reconnaissance de certaines des enzymes impliquées dans
I'acylation des lipoprotéines qui se fait en trois étapes. Ces trois étapes impliquent trois
enzymes conservées chez les bactéries Gram négatif : une diacylglycéryltransférase (Lgt),
une signal peptidase de type Il (LspA) et une transacylase (Lnt) (Okuda & Tokuda, 2011) (Fig.
45). Ces enzymes sont essentielles a la croissance d’E. coli et de Salmonella enterica.et elles
catalysent respectivement le transfert du groupement diacylglycéryl (DAG) du
phosphatidylglycérol (PG) au groupement thiol de la cystéine de la lipobox (Lgt), le clivage du
peptide signal en amont de la cystéine modifiée (LspA) et le transfert d’un
glycérophospholipide a I'amine libre de la cystéine N-terminale des prolipoprotéines (Lnt),

produisant ainsi des protéines matures triacylées.

Figure 45 : Les trois étapes de I'acylation des lipoprotéines. (Mao & al, 2016, Nature Communication).

La triacylation semble étre spécifique des bactéries Gram négatif. Des homologues de
Lnt semblent cependant étre présents chez des bactéries du genre Mycobacterium ainsi que
chez des bactéries Gram positif dont le génome est riche en GC (Corynebacter, Nocardia,
Streptomyces) (Tschumi & al, 2009). On ne retrouve aucun homologue de Lnt chez les

bactéries Gram positif dont le génome est pauvre en GC, méme si la lipoprotéine SitC,
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triacylée grace a une enzyme inconnue, a été retrouvée chez Staphylococcus aureus (Okuda
& Tokuda, 2011). Lnt a tout d’abord été décrite comme étant essentielle au bon adressage
des lipoprotéines a la membrane externe via le systeme de translocation Lol (Fukuda & al,
2002 ; Robichon & al, 2005). Des arguments (qui feront I'objet d’une discussion ultérieure)
tendent cependant a montrer que la translocation médiée par le systéme Lol est

indépendante de la triacylation.

4.1.3. L’adaptateur périplasmique MFP

4.1.3.1. Architecture générale

La protéine MFP est le troisieme partenaire de la pompe a efflux et le dernier
composant a avoir été caractérisé au niveau structural. Cette protéine a tout d’abord été
décrite comme une protéine de fusion qui interagirait avec les deux membranes d’ou le nom
MFP. La protéine MFP est impliquée dans la stimulation de I'activité d’efflux du transporteur
et dans le recrutement et I'ouverture de la protéine OMF afin de permettre I'efflux hors de
la cellule (Zgurskaya & al, 2009 ; Symmons & al, 2015). Son implication dans la stabilisation

des interactions au sein de la pompe sera décrite au paragraphe 4.2.1.

Les MFPs sont des protéines qui adoptent une conformation linéaire et elles
s’étendent de la surface de la membrane interne ou elles interagissent avec le transporteur
localisé dans la membrane interne, vers le périplasme ou elles interagissent avec la protéine
OMEF. Cette structure linéaire s’organise, dans la plupart des bactéries, en quatre domaines :
le domaine membrane proximal (MP), le domaine B, le domaine lipoyl et le domaine a (Fig.
46). La moitié N-terminale et la moitié C-terminale de la MFP se replient I'une sur 'autre
comme une fermeture éclair pour former I'ensemble des quatre domaines. La taille de ces
domaines est variable, afin de s'adapter a différents transporteurs tels que ceux des familles
RND (AcrB et CusA d’E. coli, MexB, MexY, MexF et MexD de P. aeruginosa), ABC (MacB d’E.
coli) et MFS (EmrB d’Aquifex aeolicus).
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Figure 46 : Structure et topologie d’'une MFP entiere. Les quatre domaines de I'adaptateur ZneB sont
représentés avec I'extrémité N-terminale en rouge et I'extrémité C-terminale en violet. Les deux moitiés N- et
C-terminales se replient le long de la protéine pour former I'ensemble des domaines. (Adapté de Symmons &
al., 2015, Frontiers in Microbiology). Code PDB : 3LNN.

Les premieres structures de MFP notamment MexA de la pompe MexAB-OprM
(Higgins & al, 2004 ; Akama & al, 2004) étaient toutes dépourvues du domaine MP. En
conséquence, une construction raccourcie de ce domaine avait été réalisée pour résoudre la
structure de AcrA de la pompe AcrAB-TolC (Mikolosko & al, 2006). La faiblesse de la densité
électronique correspondant a ce domaine chez MexA montre la grande flexibilité de la
protéine. Néanmoins, treize molécules de MexA, correspondant a deux fers a cheval en
position « téte béche » de six et sept molécules respectivement, étant présentes dans l'unité
asymétrique, un ré-affinement de la structure en minimisant les contraintes de symétrie non
cristallographique a finalement permis de reconstruire ce domaine pour neuf des treize

molécules de I'unité asymétrique (Symmons & al, 2009) (Fig. 47).
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Figure 47 : Empilement cristallin de MexA. L’'unité asymétrique contient un hexamere (A) et un heptameére (B)
qui interagissent via leur domaine a. Chacune des structures est constituée de paires de dimeéres et I'ensemble
forme un canal d’environ 40 A de diamétre au sien duquel peuvent s’insérer 'OMF et le transporteur RND.
Code PDB : 2v4D.

D’autres structures de MFP ont été résolues par la suite : MacA chez E. coli et chez
Actinobacillus actinomycetemcomitans (Yum & al, 2009 ; Xu & al, 2012) suivie de MFPs
associées a des pompes d’efflux spécifiques des métaux, notamment CusB d’E. coli seule ou
en complexe avec le transporteur RND CusA (Su & al, 2009, 2011, 2012) ou encore ZneB de
Cupriavidus metallidurans (De Angelis & al, 2010). La structure partielle d’AcrA de
Campylobacter jejuni sous forme glycosylée a également été résolue par RMN (Slynko & al,
2009). Plus récemment ont été résolues les structures d’'une MFP associée a un transporteur
de la famille MFS dépourvue du domaine MP, EmrA d’Aquifex aeolicus et une MFP
dépourvue du domaine a, BesA de Borrelia burgdorferi (Hinchliffe & al, 2014 ; Greene & al,

2013).

Le domaine a est constitué de deux hélices a antiparalléles (al et a2) reliées par une

boucle au sein d’une structure en épingle a cheveux (a-hairpin). Des expériences de cross-
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link entre AcrA et TolC ont montré que ce domaine correspond au domaine d’interaction
avec la protéine OMF (Lobedanz & al, 2007). Il a une longueur variable suivant les MFPs en
fonction de l'insertion ou de la délétion de répétitions au sein des deux hélices a (Fig. 48).
Chez CusB, ces hélices sont repliées sur elles-mémes pour former une hélice supplémentaire
contribuant ainsi a raccourcir le domaine a, tandis qu’EmrA présente un long domaine a qui
traverse le périplasme. Quant a BesA, elle en est complétement dépourvue. Les raisons de
I'absence de ce domaine chez BesA restent non définies mais certains auteurs suggerent
gu’elle serait due a I'absence de I'anneau Aspartate (voir § 4.1.2.1) chez son partenaire
OMF, BesC, suggérant ainsi qu’une interaction directe avec I'extrémité périplasmique de

BesA suffirait pour permettre I'ouverture du canal au cours de I'efflux (Bunikis & al, 2008).

Adjacent au domaine a, le domaine lipoyl a été décrit comme étant homologue au
domaine de transport des groupements biotinyl/lipoyl des déshydrogénases (Johnson &
Church, 1999 ; Higgins & al, 2004). Ce domaine est cependant dépourvu de la lysine modifiée
par le lipoyl, caractéristique de ces enzymes. Son rble exact est inconnu, cependant des
expériences de mutagénese dirigée et de cross-link, notamment du domaine lipoyl d’AcrA
avec AcrB suggerent qu’il est impliqué dans la stabilisation de la pompe, par interaction avec
le domaine périplasmique du transporteur (Symmons & al, 2009). En cas de modification du
domaine lipoyl, la MFP DevB, de la pompe a efflux de la famille ABC, DevBCA perd sa
capacité d’oligomérisation, ce qui suggére que le domaine lipoyl pourrait également étre
impliqué dans I'oligomérisation de la MFP (Staron & al, 2014). Les domaines MP, B et lipoyl
sont majoritairement constitués de brins B, les domaines MP et B étant coiffés d’une petite
hélice a supplémentaire (respectivement a4 et a3). Le domaine B semble également
impliqué dans I'oligomérisation de la MFP (Staron & al, 2014) et dans l'interaction avec le
transporteur. Les structures des MFP (MacA, MexA) montrent que le domaine MP ne semble
pas intervenir dans l'oligomérisation mais des études de cinétique ont montré qu’il est
impliqué dans l'interaction avec le transporteur (Tikhonova & al, 2011). Certaines MFPs
telles que EmrA sont cependant dépourvues du domaine MP, ceci pouvant s’expliquer par le

fait qu’elles interagissent avec des transporteurs dépourvus de domaine périplasmique.

Les MFPs sont ancrées a la membrane interne soit grace a une hélice a
transmembranaire adjacente au domaine MP (MacA, EmrA), soit par l'acylation de la

cystéine N-terminale du domaine MP (voir § 4.1.2.3). Certaines protéines telles que les
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pompes a efflux de la famille des transporteurs RND spécifiques des métaux (CusB, ZneB)
posseédent un domaine N- ou C-terminal supplémentaire (Fig. 48). Ces domaines semblent
impliqués dans 'interaction avec le transporteur RND mais également dans l'interaction avec
les protéines chaperonnes telles que CusF (Symmons & al, 2015). Les quatre domaines sont
séparés par des linkers courts et flexibles, ce qui rend possible les changements

conformationnels impliqués dans I’'assemblage de la pompe (voir § 4.2).

Figure 48 : Exemples de protéines de la famille des MFPs. Le domaine MP est représenté en orange, le
domaine B en jaune, le domaine lipoyl en vert et le domaine a en bleu. Les domaines équivalents sont colorés
de la méme fagon chez toutes les protéines représentées. Les MFPs présentent des domaines a de longueur
variable et certaines sont dépourvues d’'un domaine (BesA) tandis que d’autres présentent des domaines
supplémentaires (CusB, ZneB). (Adapté de Symmons & al., 2015, Frontiers in Microbiology).
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4.1.3.2. Oligomérisation des MFPs

L’oligomérisation des protéines MFP est indépendante de linteraction avec les
partenaires OMF et les partenaires de la membrane interne (RND, ABC, MFS). La premiére
preuve de I'oligomérisation des MFPs provient d’études de cross-link in vivo d’AcrA et de
HlyD (la MFP de la pompe a efflux de la famille ABC, HlyDB, impliquée dans la sécrétion de
I’hnémolysine A (HIyA) chez E. coli) (Zgurskaya & al, 2015). La stcechiométrie des MFPs au sein
des oligomeéres a cependant longtemps été un sujet de débat. De nombreuses structures
cristallographiques de MFPs ont permis de montrer qu’elles s’organisent en répétition de
diméres (MexA, MacA, AcrA) et des études de cinétique ont montré que le dimere est
nécessaire a la formation du complexe (Tikhonova & al, 2011). Le dimére a donc été défini
comme l'unité fonctionnelle des protéines MFP. L’évidence naturelle de I'existence des
MFPs en tant que dimere fonctionnel reste la pompe TriABC-OpmH de P. aeruginosa,
spécifique de I'efflux du triclosan au sein de laquelle TriA et TriB sont des MFPs distinctes qui

sont pourtant toutes les deux requises pour avoir un complexe fonctionnel.

La réalisation de différentes chiméres in vivo et des études d’interaction in vitro,
notamment I'étude de I'oligomérisation de la MFP DevB, de la pompe a efflux de la famille
ABC, DevBCA, la structure de la MFP MacA ou encore la structure de CusB co-cristallisée
avec le transporteur RND CusA, ont permis de montrer que les MFPs s’assemblent en
triméres de dimeres, formant ainsi des hexameéres au sein du complexe (Yum & al, 2009 ; Su

& al, 2011 ; Staron & al, 2014).

4.1.4. Les modulateurs des pompes a efflux

Plusieurs modulateurs de I'activité des pompes ont été décrits a ce jour. Une petite
protéine de 49 résidus, AcrZ semble réguler I'activité de transport d’AcrB. Méme si AcrZ
n‘est pas requise pour l'activité d’AcrB, cette protéine semble cependant favoriser le
transport de certains antibiotiques, notamment la tétracycline, la puromycine et le

chloramphénicol (Hobbs & al, 2012 ; Storz & al, 2014). La structure cristallographique du
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complexe AcrB/AcrZ montre qu’AcrZ forme une hélice transmembranaire qui traverse le
domaine transmembranaire d’AcrB (Du & al, 2014) (Fig. 49). La surface d’interaction entre
AcrZ et AcrB étant conservée chez des homologues, il existe probablement des homologues
d’AcrZ qui régulent I'activité d’autres transporteurs de la famille RND. Aucun analogue
d’AcrZ n’a cependant été décrit a ce jour chez P. aeruginosa. Le mécanisme de régulation de
I'activité d’AcrB par AcrZ reste a définir mais il semble que ce mécanisme implique des
changements conformationnels des poches de fixation ou de l'organisation des lipides

autour des sites d’entrée des antibiotiques.

Figure 49 : Structure du transporteur RND AcrB en complexe avec AcrZ. L'un des monomeéres d’AcrB est
représenté et AcrZ (en vert) forme une hélice a et est représenté a la surface de ce monomeére au niveau du
domaine transmembranaire (A). La carte de densité électronique d’AcrZ est représentée (B) et les résidus
environnants d’AcrB sont représentés en fonction de leur hydrophobicité (hydrophobe en rouge et hydrophile
en blanc). (Adapté de Du & al, 2014, Nature). Code PDB : 4CDI.

L'opéron cus code, en plus de la pompe CusCBA, pour une protéine périplasmique,
CusF, qui sert de protéine chaperonne. CusF a été décrite comme étant impliquée dans le

transport des métaux (Cu, Ag) et leur transfert vers le transporteur CusB. Ce transfert
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semble constituer I'étape initiale de I'efflux des métaux par la pompe CusCBA (Delmar & al,
2013) (Fig. 50). CusF semble également moduler I'interaction entre CusB et CusA (Anes & al,

2015).

CusF

Figure 50 : Modele de la pompe d’efflux CusCBA. La chaperonne périplasmique CusF est impliquée dans le
transfert de protons au transporteur CusA. La structure de CusF (a droite) montre les résidus impliqués dans la
fixation des ions métalliques. (Adapté de Delmar & al, 2013, Biometals). Code PDB : 2QCP.

4.1.5. Les pompes d’efflux non conventionnelles

Les pompes d’efflux conventionnelles précédemment décrites sont des systemes a
trois composantes. Il existe cependant des assemblages asymétriques qui incluent une
guatrieme composante tels que les pompes TriABC-OpmH et MexGHI-OpmD de P.

aeruginosa, MdtABC et MdtUVW d’E. coli et d’Erwinia amylovora (Fig. 51).

La pompe TriABC impliquée dans I'efflux du triclosan est constituée de deux MFPs
distinctes, TriA et TriB (Mima & al, 2007) et d’un transporteur RND TriC. Les deux MFPs
présentent 36% d’identité de séquence et sont toutes les deux requises pour le

fonctionnement de la pompe. Leur différence de séquence ainsi que le fait qu’elles soient
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toutes les deux requises pour l'efflux suggerent des interactions différentes avec le

transporteur (Weeks & al, 2015).

La pompe MexGHI-OpmD est impliquée dans la virulence de P. aeruginosa et sa
surexpression entraine une résistance a la norfloxacine, au bromure d’éthidium, a
I'acriflavine et a la rhodamine 6G. MexH, Mex| et OmpD sont respectivement les protéines
MFP, RND et OMF. MexG est une protéine de 16,2 kDa dont la fonction est inconnue. Le
complexe MexHI-OpmD est fonctionnel mais MexG est requise pour une activité compléte

(Zgurskaya & al, 2015).

Les pompes MdtABC et MdtUVW sont impliquées respectivement dans I'efflux de la
josamycine, des sels biliaires, du nitrate d’argent et du clotrimazole chez E. coli et Erwinia
amylovora. Ces pompes sont constituées de deux transporteurs RND, MdtB et MdtC pour
I'une et MdtV et MdtW pour I'autre, MdtA et MdtU correspondant aux MFPs (Nagakubo &
al, 2002 ; Pletzer & Weingart, 2014). Les pourcentages d’identité de séquence sont indiqués

par le Tableau 2.

E. coli MdtB MdtB MdtC MdtC
- 81% 61% 74% 56%
Erwinia MdtB MdtV MdtC Mdtw
amylovora
MdtB MdtB MdtC
E. coli 50% Erwinia amylovora 59% 54%
MdtC MdtV MdtW

Tableau 2: Pourcentages d’identité de séquence entre les transporteurs RND des pompes MdtABC et
MdtUVW d’E. coli et d’Erwinia amylovora. (Adapté de Pletzer & Weingart, 2014, BMC Microbiology.

Chez E. coli, le complexe MdtAB n’est pas fonctionnel tandis que le complexe MdtAC
présente une activité partielle. Les expériences de co-purification et les constructions de
protéines chimériques ont permis de montrer que le complexe RND est un hétérotrimere
constitué de deux monomeres de MdtB pour un monomeére de MdtC. Des expériences de

mutagénese dirigée ont par ailleurs permis de montrer que les deux protéines ont des roles
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différents au sein du transporteur, notamment dans le transfert de protons et dans la
fixation du substrat, contrairement aux pompes canoniques au sein desquelles les trois

monomeres du transporteur fonctionnent de fagon identique (Zgurskaya & al, 2015).

Ces pompes asymétriques a quatre composantes semblent indiquer que le modeéle
actuel de la pompe tripartite est incomplet et qu’il est possible que des composantes
supplémentaires soient nécessaires pour le fonctionnement total des pompes ainsi que pour

les changements conformationnels des différentes sous-unités de ces pompes.

Figure 51 : Modeéles de trois pompes d’efflux a quatre composantes. Les pompes TriABC-OpmH et MexGHI-
OpmD sont des pompes a efflux de Pseudomonas aeruginosa et la pompe MdtABC-TolC est une pompe a efflux
d’Escherichia coli. Pour chaque pompe, la protéine OMF de la membrane externe est représentée en violet, la
MFP en vert et orange, le transporteur RND en gris et bleu. 'OMF et le transporteur RND sont des
homotrimeres, sauf pour la pompe MdtABC-TolC, dont le transporteur RND est un hétérodimere formé d’un
homodimere de MdtB et d’'un monomere de MdtC. La protéine additionnelle de la pompe MexGHI-OpmD est
représentée en marron.

4.2. Assemblage de la pompe tripartite

Chez les bactéries Gram négatif, les trois composantes RND, MFP et OMF
s’assemblent au sein d’un complexe tripartite pour former les pompes a efflux qui
permettent le transport des molécules depuis la membrane interne et le périplasme vers

I'extérieur de la cellule. Cet assemblage nécessite un jeu d’interactions, notamment entre la
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protéine OMF et le transporteur RND, entre la protéine OMF et la protéine MFP et entre la

protéine MFP et le transporteur RND, ce qui a donné lieu a différents modeles d’assemblage.

La stoechiométrie de la MFP a longtemps été (et continue d’étre) un sujet de débat.
Elle a donné lieu a plusieurs modeéles d’assemblage, notamment les modéles de Fernandez-
recio ou de Symmons correspondant a une stoechiométrie OMF-MFP-RND 3 :3 :3, le modeéle
de Higgins correspondant a une stcechiométrie 3:9:3 ou encore le modéle de Xu
correspondant a une stoechiométrie 3 :6 :3 (Fernandez-Recio & al, 2004 ; Higgins & al, 2004 ;
Symmons & al, 2009 ; Xu & al, 2011). Certains modéles décrivaient méme une stoechiométrie
allant jusqu’a 12 MFPs au sein du complexe (Akama & al, 2004). Les nombreuses structures
cristallographiques de MFPs ainsi que les expériences de cinétique, d’interaction, de

mutagéneése et de cross-link tendent cependant a converger vers le modeéle 3 :6 :3.

La pompe la mieux caractérisée est la pompe AcrAB-TolC d’E. coli. La structure de la
pompe entiére reconstituée in vitro, résolue 3 16 A par cryo-microscopie électronique par
Du et al (Du & al, 2015) couplée au docking des structures cristallographiques individuelles
des différents composants de la pompe (AcrA, AcrB, AcrZ et TolC) dans la carte de
microscopie électronique (Fig. 52), a permis de décrire un modele d’assemblage qui montre
gue la pompe est constituée par I'assemblage d’un trimére de TolC, d’un hexamére d’AcrA et
d’'un trimere d’AcrB, confirmant ainsi la stcechiométrie OMF-MFP-RND 3:6:3. La
stoechiométrie RND-MFP 3 :6 avait été préalablement décrite grace a la structure du
complexe bipartite CusA-CusB de la pompe CusCBA impliquée dans I'efflux des métaux chez

E. coli.

Ces données sont également en accord avec des résultats de cross-link entre AcrA et
AcrB chez Neisseria gonorrhoeae ainsi qu’avec des résultats de cross-link et de mutagénese
qui montrent qu’un dimere d’AcrA se lie a un monomeére de TolC, décrivant ainsi la
stcechiométrie OMF-MFP 3 :6 (Stegmeier & al, 2006 ; Janganan & al, 2011). La structure de la
pompe MexAB-OprM de P. aeruginosa, également résolue par cryo-microscopie
électronique a 25 A par Daury et al (Daury & al, 2016) confirme également la stoechiométrie
3:6:3. Les études de cinétique et d’interaction ont permis de déterminer les sites
d’interaction entre les différents partenaires et elles ont également permis de décrire des
événements séquentiels impliqués dans I'assemblage (Touzé & al, 2004 ; Tikhonova & al,

2011).
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Figure 52 : Structures individuelles des composants OMF (TolC), MFP (AcrA) et RND (AcrB) et du modulateur
AcrZ (A) et modele de la pompe assemblée (B) reconstituée a partir de la structure obtenue par microscopie
électronique (C). (Adapté de Du & al, 2015, Biological Chemistry).
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Par ailleurs, Il est intéressant de noter que les OMFs TolC et OprM sont capables
d’interagir avec différentes pompes d’efflux : les pompes de la famille MFS EmrAB, de la
famille RND AcrAB et de la famille ABC MacAB pour TolC et les pompes de la famille RND
MexAB, MexXY, MexJK, MexVW, MexMN pour OprM.

4.2.1. Lerodle dela MFP au sein du complexe

Le domaine a des protéines MFP présente des similitudes avec le domaine coiled-coil
de I'OMF (Fig. 53). Les deux domaines, notamment le domaine a de ZneB et le domaine
coiled-coil de TolC, inversés et placés dans la méme orientation présentent des torsions
similaires et se superposent parfaitement. Il a été montré que les MFPs MacA, AcrA et MexA
forment des hexameres (§ 4.1.3.2) constituant un canal dont I'extrémité supérieure formée
par les domaines a s’ouvre sur 'OMF, I'extrémité inférieure formée par les domaines
proximaux (MP) s’ouvrant sur la RND, avec une constriction au niveau du domaine lipoyl. Ces
hexaméres s’insérent parfaitement au niveau de crevasses (nommées « groove ») localisées
entre les hélices internes (H8 et H4) et les hélices externes (H3, H7) intra- et
intermonomériques du domaine coiled-coil de TolC (Symmons & al, 2015). Le domaine a des
MFP constitue donc le domaine d’interaction avec 'OMF au cours de I'assemblage. Des
études de cross-link entre AcrA et TolC ont d’ailleurs permis de confirmer cette interaction
(Lobedanz & al, 2007). L'importance du domaine coiled-coil au cours de cette interaction est
suggérée par le fait que la mutation des quelques résidus contribue a modifier la spécificité
de 'OMF pour des MFPs données (Bokma & al, 2006 ; Vediyappan & al, 2006 ; Phan & al,
2015). Les domaines lipoyl des MFPs interagissent principalement les uns avec les autres au

cours de I'oligomérisation des MFPs mais également avec le transporteur.
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Figure 53 : Comparaison structurale du domaine coiled-coil de 'OMF TolC (A) et du domaine a de la MFP
ZneB (B). Les domaines équivalents chez les deux protéines sont reliés par des pointillés. (Adapté de Symmons
& al, 2015, Frontiers in Microbiology).

Les interactions entre MFP et RND sont similaires a celles qui ont été décrites grace a
la structure cristallographique du complexe bipartite CusBA (Su & al, 2011) (Fig. 54). Cette
structure montre que les structures en épingle a cheveux B (B-hairpin) des sous-domaines
DN et DC de CusA interagissent avec le domaine B de CusB au cours de I'assemblage. Un
mutant d’AcrB, délété des structures B-hairpin du sous-domaine DN a permis de montrer
gue cette interaction est importante pour le bon assemblage de I'hexamere d’AcrA, car ce
mutant est incapable de se lier au domaine B d’AcrA (Weeks & al, 2014). Cette interaction a
également été décrite par des expériences d’interaction par titration calorimétrique (ITC)
(Touzé & al, 2004) et elle implique également les domaines PC1, PC2 et PN2 d’AcrB. Or, la
crevasse formée par les domaines PC1 et PC2 a été décrite comme étant une porte d’entrée
des substrats (§ 4.1.1.2). La MFP pourrait donc étre impliquée dans la régulation de I'activité

du transporteur au cours de la fixation du substrat. Des expériences de transport in vitro ont
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d’ailleurs permis de montrer que I'activité de transport de MexB augmente en présence de

MexA (Vercheére & al, 2015).

Les études de cinétique ont par ailleurs permis de montrer que les domaines
d’interaction avec le partenaire de la membrane interne varient suivant la nature du
partenaire. EmrA et MacA, qui fonctionnent respectivement avec des transporteurs de la
famille MFS et ABC, interagissent avec leurs partenaires avec une affinité plus forte qu’AcrA.
Les transporteurs MFS et ABC étant dépourvu de large domaine périplasmique,
contrairement aux transporteurs RND, ces résultats suggérent que le domaine périplasmique
des transporteurs RND stabilise I'oligomérisation des MFPs partenaires. Les MFPs qui
fonctionnent avec ces transporteurs RND ont cependant une forte propension a |'auto-
oligomérisation. L'ensemble des études sur I'oligomérisation des MFPs a permis de montrer
qgue cette oligomérisation est nécessaire pour cloisonner I'ouverture entre 'OMF et le

transporteur au cours de I'efflux.

Membrane externe

CusB

CusA

Membrane interne

Figure 54 : Structure du complexe bipartite CusBA. La MFP CusB forme un hexameére qui s’associe au
transporteur trimérique CusA. (Adapté de Su & al, 2011, Nature). Code PDB : 3NES5.
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L'interaction MFP-RND semble également dépendre des changements
conformationnels du transporteur. En effet, des études de complémentation in vivo ont
montré que la MFP se lie au transporteur RND sous sa forme protonée (Janganan & al,
2013). La MFP semble ainsi stabiliser le transporteur au cours de la transition T = O (fixation
-> extrusion, voir § 4.1.1.3), avant le transfert transmembranaire de protons. Le réle de la
MFP dans l'activation de la force protomotrice est par contre encore peu exploré. La MFP
pourrait également étre impliquée dans la spécificité du transporteur. Des expériences de
complémentation étudiant I'interaction entre AcrA et MexB ont permis de montrer qu’AcrA
change la spécificité de la pompe, permettant la résistance au SDS, une résistance partielle a
la novobiocine et au bromure d’éthidium, tandis que d’autres substrats de MexB tels que
I'acide nalidixique, la lincomycine et |’érythromycine ne sont pas efflués et restent tres

toxiques (Krishnamoorthy & al, 2008).

Cette interaction MFP-RND est également nécessaire au recrutement de 'OMF. Des
expériences de co-immunoprécipitation et de transport in vitro réalisées avec la pompe
MexAB-OprM de Pseudomonas aeruginosa, ou des expériences de cinétique par SPR
réalisées avec la pompe AcrAB-TolC d’E. coli, ont permis de montrer qu’OprM ne forme pas
de complexe avec MexB en absence de MexA, empéchant ainsi I'efflux (Verchére & al, 2015 ;
Ntsogo Enguéné, Verchére & al, 2015) et que le complexe bipartite AcrA-AcrB est nécessaire
pour le recrutement de TolC (Tikhonova & al, 2011). Méme si les résultats de cinétique ont
permis de montrer une interaction entre TolC et AcrB (Tikhonova & al, 2011), cette
interaction n’est pas détectée par ITC, et le complexe OprM-MexB n’est pas co-
immunoprécipité (Touzé & al, 2004 ; Ntsogo Enguéné, Verchere & al, 2015), indiquant

certainement une instabilité du complexe OMF-RND lié a I'absence de la MFP.

Le domaine proximal (MP) de la MFP ainsi que I'ancre lipidique de la MFP semblent
également importants pour l'interaction avec la RND. En effet, des mutations du domaine
proximal d’AcrA (notamment la mutation G363C) ainsi que la délétion de I'ancre lipidique
d’AcrA ou de MexA empéchent la formation du complexe bipartite respectivement avec
AcrB ou MexB (Tikhonova & al, 2011 ; Ntsogo Enguéné, Verchere & al, 2015). Enfin, le
complexe bipartite MFP-RND régule la spécificité d’interaction avec I’'OMF. La reconstitution
in vitro des pompes AcrAB-TolC, MexAB-OprM et de la pompe chimérique AcrA-MexB-OprM

a permis de montrer la spécificité de l'interaction avec I'OMF (TolC ou OprM) car la
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proportion de pompes chimériques AcrA-MexB-OprM reconstituées est faible par rapport a

la proportion de pompes natives MexAB-OprM ou AcrAB-TolC (Daury & al, 2016).

4.2.2. L'effet de I'ouverture de I’OMF sur I’'assemblage

L’efflux nécessite I'ouverture du canal OMF. Le modeéle de la pompe AcrAB-TolC
entiere obtenu grace a la cryo-microscopie électronique (Du & al, 2015) (§ 4.2) montre le
canal en conformation ouverte. Cependant, comme le montrent des modeles précédents
(Tamura & al, 2005; Symmons & al, 2009), cette ouverture semble indépendante des
changements conformationnels d’AcrB, notamment a cause du mécanisme d’efflux
péristaltique séquentiel (§ 4.1.1.2). L'efflux du substrat fixé par I’ « extrusion monomer »
implique une ouverture préalable du canal et suggére que le canal serait ouvert pendant la

durée de I'efflux.

Par contre, le modele de Du et al, ainsi que des études de complémentation in vivo,
notamment |'étude de I'influx de la vancomycine par la pompe a efflux MtrCDE de Neisseria
gonorrhoeae montre que l'interaction avec la MFP est requise pour I'ouverture du canal. La
vancomycine est un antibiotiqgue qui est incapable de traverser la membrane externe par
diffusion passive a cause de sa taille importante et qui ne peut rentrer dans la cellule que par
I'intermédiaire d’un canal ouvert. La complémentation in vivo a montré que la co-expression
de la MFP (MtrC) et de 'OMF (MtrE) rend les bactéries sensibles, impliquant ainsi I’entrée de
la vancomycine. La MFP contribue donc a I'ouverture du canal. Par contre, une version
tronquée de la MFP contenant uniquement le domaine a ne permet pas I'ouverture de
I'OMF (Janganan & al, 2013). Or, les domaines manquants (les domaines B, lipoyl et MP)
correspondent aux domaines d’interaction avec le transporteur, ce qui suggére que, méme si
cette ouverture est indépendante des changements conformationnels du transporteur,
I'interaction du transporteur avec la MFP semble requise pour permettre I'ouverture du

canal.

Cependant, méme si le canal est ouvert pendant la durée de I'efflux, I'assemblage

s’effectue avec le canal en conformation fermée et le recrutement de ’'OMF contribue a
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stabiliser I'hexamere formé par la MFP. Des études de cinétique par SPR ont en effet permis
de montrer gu’'un mutant de TolC, TolC'™® (Y362F et R367S), artificiellement ouvert,
n’interagit ni avec AcrA, ni avec AcrB. Ces résultats suggerent par contre que I'ouverture du
canal conduit a la dissociation de la pompe apres I'efflux, car les auteurs observent une

diminution de I'affinité de I’'OMF en conformation ouverte pour ses partenaires MFP et RND.

4.2.3. L'effet de la force protomotrice (PMF) sur I’assemblage

Méme si I'efflux nécessite une source d’énergie (voir § 4.1.1.3), plusieurs études ont
montré que I'assemblage n’en nécessite pas (Tikhonova & al, 2011 ; Janganan & al, 2013 ;
Ntsogo Enguéné, Verchere & al, 2015). La reconstitution de pompes a efflux en présence
d’inhibiteurs de la force protomotrice (CCCP, valinomycine) n’affecte pas I'assemblage. Par
ailleurs, des expériences de co-immunoprécipitation ont permis de montrer que le mutant
D407N de MexB, dont la fonction de transfert de protons est abolie, n’affecte pas
I'assemblage de la pompe MexAB-OprM (Ntsogo Enguéné, Verchére & al, 2015).
L'assemblage réalisé avec un mutant similaire (D408A) d’AcrB est également possible pour la

pompe AcrAB-TolC (Tikhonova & Zgurskaya, 2004).

Il a été montré précédemment que I'ouverture du canal conduit a la dissociation de
la pompe et la PMF semble également y contribuer. Des mutants non fonctionnels de MtrD,
mutés au niveau des résidus D405, D406 et K948, impliqués dans le transfert de protons, et
exprimés avec la MFP et I'OMF, conférent une résistance a la vancomycine, indiquant que la
pompe n’est pas dissociée (Bavro & al, 2008). Ces résultats indiquent de facon indirecte que
la PMF est nécessaire a la dissociation de la pompe mais également a I'ouverture du canal
médiée par la MFP. La MFP contribuerait ainsi au transfert de I'énergie nécessaire a

I'ouverture de I'OMF, énergie qui est fournie par le transporteur.
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4.2.4. Le mécanisme d’efflux

Sur la base des données décrites précédemment, un mécanisme d’assemblage et
d’efflux en quatre étapes a été proposé par Janganan & al et Zgurskaya & al pour les pompes
MtrCDE et TolC-RND ou TolC-ABC (Janganan & al, 2013 ; Zgurskaya & al, 2015) (Fig. 55). Les
deux mécanismes concordent et peuvent donc étre appliqués aux autres pompes a efflux
tripartites. Ce mécanisme implique une coopérativité entre I'efflux et I'assemblage et
suggere que les transporteurs et les MFPs existent dans la membrane interne sous forme de
complexes bipartites inactifs. Le recrutement d’'une OMF par la MFP (1) conduit a I'activation
du complexe bipartite et induit des changements conformationnels de la MFP nécessaire
pour la stimulation du transporteur. Le complexe bipartite activé permet I'ouverture de
I'OMF pour I'efflux du substrat (2). Le recrutement de I'OMF semble étre dépendant de la
fixation d’un substrat par le complexe bipartite. Il a en effet été montré que la pompe MexJK
de P. aeruginosa recrute OprM ou OpmH suivant la nature du substrat (Chuanchuen & al,
2005). Le substrat est ensuite transporté a travers le complexe entier vers le milieu
extracellulaire grace a la force protomotrice (3). Le complexe est ensuite dissocié apres le

cycle d’efflux (4).
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INTRODUCTION Chapitre 1

Figure 55 : Mécanisme d’assemblage et d’efflux séquentiel de la pompe MtrCDE. (Adapté de Janganan & al,
2013, Molecular Microbiology).

4.2.5. Les modeéles d’assemblage de la pompe tripartite

En absence de structures a haute résolution de la pompe entiére, plusieurs modeles
d’assemblage ont été décrits sur la base des structures des composants individuels et sur la
base de complexes bipartites (CusBA). Deux principaux modeéles ont été décrits, le modéle
court qui implique l'interaction directe de 'OMF avec le transporteur RND et le modéle long

qui implique I'interaction entre 'OMF et le transporteur RND médiée par la MFP (Fig. 56).
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INTRODUCTION Chapitre 1

Figure 56 : Modeles d’assemblage de la pompe tripartite. Les modéles vont du modéle court (panneau
supérieur, a gauche), représenté par la pompe AcrAB-TolC, qui présente une interaction directe entre 'OMF
(TolC) et le transporteur RND (AcrB), au modéle long (panneau supérieur, a droite), représenté par la pompe
EmrAB-TolC, qui présente une interaction indirecte entre I'OMF (TolC) et le transporteur RND (EmrB), médiée

par la MFP (EmrA). OM: membrane externe; IM: membrane interne. (Adapté de Symmons & al, 2015,
Frontiers in Microbiology).

4.2.5.1. Le modeéle court

Il s’agit du modele privilégié depuis la résolution de la premiére structure d’un
transporteur RND, AcrB (Murakami & al, 2002). Ce modeéle, corroboré par la

complémentarité structurale du domaine d’amarrage d’AcrB et de I'extrémité périplasmique
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de TolC, implique un contact direct entre TolC et AcrB au niveau du périplasme. Cette
interaction directe a été démontrée grace a des études d’interaction in vivo par cross-link via
des cystéines modifiées des boucles périplasmiques de TolC et des structures B-hairpin
d’AcrB (Tamura & al, 2005). Des études de cinétique sont également en faveur de ce modele
car elles montrent que TolC et AcrB peuvent interagir indépendamment d’AcrA (Tikhonova &
al, 2011). Cependant, l'incubation simple de TolC avec AcrB, ou encore la co-
immunoprécipitation d’'OprM en présence de MexB ne produit pas de complexe, méme en
présence de cross-linkers additionnés pour étudier I'affinité entre les composants (Touzé &
al, 2004 ; Ntsogo Enguéné, Verchére & al, 2015). Par conséquent, ceci suggere que les MFPs
sont nécessaires pour stabiliser le complexe. Des expériences de cross-link entre TolC et
AcrA ont d’ailleurs permis de déterminer la surface d’interaction de TolC avec AcrA
(Lobedanz & al, 2007). AcrA se lie aux crevasses (« grooves ») de TolC et permettrait ainsi de
rapprocher 'OMF et le transporteur RND dans le modeéle court, grace a sa structure flexible.
Des mutants « gain de fonction » de VceC confirment également ce modele. Des mutations
localisées au niveau de I'extrémité périplasmique de VceC (un analogue structural de TolC),
notamment la mutation V445E (équivalent du résidu D373 de I'anneau anionique chez TolC,
voir § 4.1.2.1) permet d’introduire un anneau anionique similaire a celui de TolC, favorisant

ainsi l'interaction de VceC avec la pompe AcrAB (Vediyappan & al, 2006)

4.2.5.2. Le modeéle long

Le modele structural de la pompe entiere MexAB-OprM, proposé par Higgins et al
(Higgins & al, 2004) est le premier modele a décrire une absence d’interaction entre 'OMF
(OprM) et le transporteur RND (MexB). Ce modele sera suivi par celui de Xu et al (Xu & al,
2011) qui montre la méme absence d’interaction. Les structures de la MFP MacA et du
complexe bipartite CusBA, résolues par la suite sont en faveur de ces modeéles (Yum & al,
2009 ; Su & al, 2011). MacA forme un cylindre hexamérique dont les diamétres au niveau
des domaines a et au niveau des domaines proximaux MP correspondent respectivement au
diametre de I'extrémité périplasmique de TolC et au diameéetre du domaine d’amarrage de

MacB, suggérant ainsi une interaction indirecte entre 'OMF et le transporteur RND via la
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MFP. La structure du complexe bipartite CusBA montre quant a elle que CusB forme un
anneau hexamérique (tout comme MacA) autour de CusA. Le diametre de cet anneau au
niveau des domaines a de CusB est cependant trop étroit pour permettre le passage de
I"'OMF CusC (qui a une structure similaire a celle de TolC) a travers I'anneau, et donc une
interaction directe avec CusA. Cette structure suggere ainsi une interaction entre I'extrémité
périplasmique de CusC et I'extrémité des domaines a de I'hexamere formé par CusB. De
plus, CusB présente un domaine a court et en extrapolant aux autres MFPs telles que MexA,
AcrA, ou encore EmrA, cette observation renforce I'idée que I'OMF n’est pas en contact
direct avec le transporteur RND avec ce type de MFP. Car plusieurs MFPs peuvent interagir
avec la méme OMF, c’est le cas de TolC qui interagit aussi bien avec AcrA qu’avec MacA ou
EmrA. Or, ces MFPs présentent des domaines a de longueur variables alors que la surface
d’interaction de I'OMF reste inchangée. Dans le cas d’EmrA, qui présente un tres long
domaine a, la conformation présentant le moins de contraintes pour la MFP correspond a
une structure allongée au sein de laquelle il n’y a pas d’interaction possible entre 'OMF et le
transporteur RND (Fig. 56) (Symmons & al, 2015). De plus, des structures et des modeéles
obtenus par cryo-microscopie électronique (Du & al, 2015 ; Daury & al, 2016) ou par
coloration négative (Kim & al, 2015) sont en accord avec ce modele. Elles montrent en effet
qgue linteraction OMF-MFP est limitée a I'extrémité des domaines a de I'hexameére. En
dehors des structures de cryo-microscopie électronique, des études d’interaction par SPR de
la pompe de la famille ABC, DevBCA ont également permis de montrer que I'extrémité des
domaines a de DevB est requise pour 'interaction avec TolC (Staron & al, 2014), confirmant

ainsi I'interaction médiée par la MFP.

Ces observations posent la question de ['existence concomitante des deux
conformations, suggérant ainsi que l'une ou l'autre de ces conformations pourrait

correspondre soit a un état fonctionnel, soit a un état transitoire de la pompe.
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5. Stratégies d’étude des pompes a efflux chez Pseudomonas aeruginosa

Les pompes a efflux, notamment celles de la famille RND, contribuent de fagon
significative a la résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa. L'une des différentes
stratégies mises en place pour contrer I'efflux est de développer des antibiotiques qui ne
sont pas substrats de ces pompes mais également de développer des inhibiteurs de I'activité
des pompes ou de leur assemblage. Ces antibiotiques pourront ainsi étre utilisés comme
adjuvants en combinaison avec des antibiotiques classiques, afin de restaurer leur activité.
Quelle que soit la stratégie, elle nécessite de caractériser les substrats des pompes au niveau

moléculaire, de comprendre le mécanisme d’assemblage et de fonctionnement des pompes.

Les pompes a efflux, et notamment les quatre pompes présentant un intérét clinique
(MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexEF-OprN et MexCD-Oprl), présentent des différences de
spécificité de substrats (voir § 2.2.3) allant des molécules amphiphiles (MexB) aux molécules
hydrophobes (MexB, MexD) ou encore aux aminoglycosides polycationiques (MexY).
Plusieurs méthodes et techniques ont été mises en ceuvre afin d’étudier et de comprendre
I’efflux, y compris des techniques développées a I'origine pour des études autres que I'efflux
(Dreier & Ruggerone, 2015). La suite de cette description présente ces différentes méthodes

de facon non exhaustive.

5.1. Etude de I'effet de I'efflux sur I'activité des antibiotiques

Plusieurs études impliquant la délétion des pompes ou encore I’étude de la sensibilité
d’isolats cliniques a différents antibiotiques ont permis de sélectionner des mutants
résistants surexprimant ces pompes (Masuda & al, 2000; Schweizer, 2003 ; Poole,
2000, 2004, 2005 ; Purssell & Poole, 2013). Ces études, réalisées par complémentation in
vivo et mesure de concentration minimale inhibitrice (CMI) ont permis de montrer que la
sensibilité de P. aeruginosa a plusieurs antibiotiques a été restaurée grace la délétion de
I"'une ou l'autre des quatre pompes précédemment citées (Morita & al, 2001). La plupart des

antibiotiques sont des composés amphiphiles avec des domaines hydrophobes, on observe
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cependant des différences notables au cours de I'efflux, y compris au sein d’'une méme
classe d’antibiotiques (Yu & al, 2003 ; Delcour, 2009 ; Brown & al, 2014). La tigécycline, qui a
été développée sur la base de la structure de la tétracycline, est un antibiotique qui n’est pas
substrat des pompes de la famille MFS, mais qui reste un substrat des pompes de la famille
RND (MexY, MexB et MexD) chez P. aeruginosa (Dean & al, 2003 ; Visalli & al, 2003). Ce

résultat illustre la flexibilité des pompes.

Cependant, la capacité des pompes a exporter un antibiotique donné n’est pas la
méme pour tous les antibiotiques appartenant a la méme famille. Plusieurs auteurs ont
montré que certaines pompes a efflux présentent une préférence pour les quinolones et que
I'efflux s’effectue avec une différence de spécificité suivant la nature des quinolones. Les
fluoroquinolones telles que la ciprofloxacine ou la norfloxacine sont exportées de facon
efficace par les pompes MexEF-OprN et MexCD-OprJ, leur efflux par les pompes MexAB-
OprM ou MexXY-OprM étant beaucoup moins efficace (Fig. 57). Les quinolones non fluorées
telles que I'acide nalidixique (Fig. 57) sont quant a elles préférentiellement exportées par la
pompe MexEF-OprN, beaucoup moins par les pompes MexAB-OprM et MexCD-OprJ et tres
peu par la pompe MexXY-OprM (Kéhler & al, 1997 ; Masuda & al, 2000). Ces résultats ont
permis de conclure que la pompe MexCD-Opr] reconnait spécifiqguement les
fluoroquinolones portant une charge positive et un atome de fluor, tandis que les
quinolones dépourvues d’atome de fluor sont préférentiellement reconnues par la pompe

MexEF-OprN.

O O

Ciprofloxacine Acide nalidixique

Figure 57 : Structures d’une quinolone fluorée (fluoroquinolone) (A) et d’'une quinolone non fluorée (B).
L’atome de fluor est encerclé en rouge.
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Des études de l'efflux des B-lactamines, initialement réalisées avec AcrB chez
Salmonella Typhi et transposées chez P. aeruginosa ont permis de montrer que le caractere
hydrophobe de la chaine latérale de ces antibiotiques constitue également un critere de
sélection. Ces études ont permis de montrer que, plus la chaine latérale est hydrophobe,
plus I'antibiotique est susceptible d’étre substrat des pompes (Masuda & al, 2000,

2001 ;Hocquet & al, 2006 ; Baum & al, 2009).

MexB transporte un large éventail de B-lactamines (pénicillines, carbapénémes) mais
I'imipénéme n’est pas un substrat de la pompe. MexD a un spectre d’activité plus étroit et
n’efflue aucun des substrats de MexB. MexY a un spectre encore plus étroit, excluant
notamment la cefsulodine et I'aztréonam. Ces études ont permis de montrer que les
substrats chargés négativement sont préférentiellement reconnus par MexB, mais pas par
MexD ni par MexY. Le role des résidus chargés a été démontré grace a des mutants de
MexD présentant une capacité d’interaction avec des B-lactamines négativement chargées
(ceftazidime, aztréonam). Les mutants Q45K et E89K présentent en effet une lysine
additionnelle qui conferent une résistance a ces antibiotiques (Mao & al, 2002)

contrairement a la forme sauvage.

Ces études ont également permis de montrer que les pompes présentent une
différence de spécificité pour les carbapénemes suivant leur nature. Les pompes MexAB-
OprM et MexXY-OprM sont surexprimées chez des isolats cliniques de P. aeruginosa
résistantes au méropéneme, tandis que la sensibilité a I'imipénéme demeure. La pompe
MexEF-OprN n’est pas surexprimée et la pompe MexCD-Opr) est encore moins exprimée
(Masuda & al, 2000; Ong & al, 2007 ; Castanheira & al, 2014). La différence réside
essentiellement dans la nature et la flexibilité de la chaine latérale, le méropéneme ayant
une chaine latérale rigide et hydrophobe et la chaine latérale de I'imipénéme étant plus
flexible et hydrophile (Fig. 58). Cette différence constitue donc un outil intéressant pour une

étude comparative de l'interaction des pompes a efflux avec les carbapénemes.
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Imipénéme Méropéneme

Figure 58 : Structures de deux carbapénémes. L'imipéneme présente une chaine latérale hydrophile et flexible
tandis que le méropénéme présente une chaine latérale rigide et hydrophobe.

Les mesures de CMI sont cependant dépendantes de la concentration minimale
nécessaire pour activer un efflux maximal, ce qui complique les mesures chez P. aeruginosa,
notamment a cause de sa faible perméabilité membranaire (voir § 2.2.1). Ceci limite I'accés
des antibiotiques, élevant ainsi la CMI a des valeurs supérieures aux concentrations
nécessaires pour tuer la bactérie (Dreier & Ruggerone, 2015). Dans ce cas, des inhibiteurs de
I'efflux sont utilisés pour déterminer de facon rapide et précise si une molécule est un
substrat des pompes ou pas. Les mesures de CMI en présence de phénylalanine-arginine -
naphthylamide (PABN) ou de carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) sont
classiqguement réalisées pour analyser I'effet de I'efflux. Le PABN inhibe les pompes a efflux
et perméabilise les membranes. La réduction de la CMI d’un antibiotique en présence de
PaBN indique que cet antibiotique est substrat de la pompe testée (Mesaros & al, 2007 ;
Tran & al, 2009 ; Castanheira & al, 2014). Le CCCP est un inhibiteur indirect de I'activité
d’efflux. Il dissipe la force protomotrice inhibant ainsi I'activité d’efflux des pompes de la
famille RND. Il est utilisé de facon identique au PABN. Ces tests de sensibilité permettent de
déterminer de facon générale si une molécule est ou non substrat des pompes mais ils ne

permettent cependant pas de déterminer les mécanismes d’interaction et d’efflux.
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5.2. Etude de I'efflux in vivo et in vitro

Les études de transport par les pompes a efflux de la famille RND nécessitent la
présence de trois compartiments (cytoplasme, périplasme et milieu extracellulaire). Chez la
bactérie, ces compartiments existent naturellement. L'incubation des bactéries avec un
antibiotique donné couplée a la mesure de la concentration de I'antibiotique au sein des
différents compartiments permet d’évaluer I'activité d’efflux. Les compartiments cellulaires
sont séparés par lyse des bactéries et filtration ou ultracentrifugation et analysés par
spectrométrie de masse ou par chromatographie analytique. Certaines méthodes telles que
la fluorescence sont cependant moins invasives et permettent d’évaluer I'efflux d’un

antibiotique donné sans avoir recours a la séparation des compartiments cellulaires.

La fluorescence permet notamment d’observer I'accumulation des substrats a
I'intérieur des bactéries et la variation de la fluorescence permet d’évaluer I'activité d’efflux
d’'une pompe donnée. Plusieurs protocoles utilisent des composés dont la capacité de
fluorescence varie en fonction des changements environnementaux (Dreier & Ruggerone,
2015). C’est le cas du bromure d’éthidium (BET) qui est un agent intercalant de ’ADN dont la
fluorescence augmente en cas d’insertion dans la double hélice d’ADN (Morita & al, 2001 ; Li
& al, 2003). L'efflux actif de BET conduit donc a une diminution de la fluorescence liée a la
diminution de la concentration intracellulaire de BET. D’autres fluorophores tels que le
colorant Hoechst H33342 de la famille des bis-benzamides sont également utilisés pour
évaluer I'efflux. Ce colorant est cependant peu efficace in vivo chez P. aeruginosa a cause de
sa faible perméabilité membranaire et les tests sont réalisés a l'aide de pompes
reconstituées chez E. coli (Welch & al, 2010). La doxorubicine, la pyronine Y et I'acriflavine
sont également utilisées pour I’évaluation de l'efflux car leur fluorescence diminue ou
disparait completement en cas d’internalisation (doxorubicine), de liaison a I’ARN (pyronine

Y) ou de liaison a I’ADN (acriflavine) (Dreier & Ruggerone, 2015).

Des composés non fluorescents permettent également de suivre I'efflux grace a leur
conversion en fluorophores en fonction des changements environnementaux. C’'est le cas de
la résazurine bleue qui est convertie en résorufine rose fluorescente a I'intérieur des cellules,
ou de l'alanine-B-naphthylamide (Ala-NAP) et de la leucine-B-naphthylamide (Leu-NAP) qui

sont convertis en composés fluorescents a l'intérieur des cellules ou encore de la
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fluorescéine-di-p-D-galactopyranoside (FDG) qui est hydrolysée en fluorescéine dans le
cytoplasme d'E. coli. Ces composés ont été utilisés pour identifier ou développer des
inhibiteurs des pompes a efflux tels que la méfloquine pour MexB et le PABN. Certains de
ces composés présentent cependant un inconvénient pour I'étude de I'efflux car ils sont
substrats des pompes (c’est le cas de la résazurine qui est un substrat de MexB chez P.
aeruginosa et d’AcrB chez E. coli), ils ne sont donc pas internalisés suffisamment longtemps
pour étre convertis. lls sont cependant utilisés sous certaines conditions, par exemple dans
des conditions dans lesquelles la bactérie ne pousse pas. Quant a la FDG, elle ne peut pas
étre utilisée chez P. aeruginosa car la bactérie ne peut pas I’'hydrolyser. Elle a cependant été
utilisée pour étudier I'efflux a travers les pompes MexAB-OprM et MexXY-OprM de P.

aeruginosa exprimées chez E. coli (Matsumoto & al, 2011) .

Des agents altérant l'intégrité des membranes tels que le colorant fluorescent N-
phenyl-1-naphthylamine (NPN) ou la rhodamine sont également utilisés pour évaluer
I'efflux. Le signal de fluorescence augmente en cas de déstabilisation de la membrane ou de
changement de potentiel membranaire et le NPN a été décrit comme étant un substrat de
MexB de P. aeruginosa et d’AcrB d’E. coli (Ocaktan & al 1997 ; Murakami & al, 2004). Ces
différentes méthodes de quantification de I'efflux des substrats ont permis de caractériser
I'interaction des pompes avec leurs substrats mais également d’étudier I'effet des
inhibiteurs sur I'activité de la pompe ou encore d’identifier de nouveaux inhibiteurs des
pompes (Morita & al, 2001). Morita et al, (Morita & al, 2003) ont notamment montré que
I'efflux de BET n’est quantifiable qu’apres induction de I'expression de la pompe MexCD-

Oprl.

Ces différents composés peuvent également étre utilisés in vitro pour quantifier
I'efflux a travers les pompes grace a des membranes artificielles reconstituées en vésicules
(liposomes) au sein desquelles sont insérées les trois composantes des pompes a efflux de la
famille RND (OMF, MFP et RND). La reconstitution de ces pompes couplée a des structures a
haute résolution pourrait permettre de fournir des éléments de réponse quant a la
steechiométrie de la MFP qui reste un sujet de débat. La pompe MexAB-OprM fonctionnelle
a été récemment reconstituée par Verchére et al (Verchére & al, 2013, 2014, 2015) grace a
des protéoliposomes contenant OprM et des protéoliposomes contenant MexA et MexB

(Fig. 59). Ce systéme a permis de montrer I'efflux du BET a travers la pompe reconstituée,
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grace a un gradient de protons fourni par la bactériorhodopsine. La variation du pH couplée
a la variation de fluorescence du BET a donc servi d’indicateur de transport. Ce systéme a
également permis de montrer que le colorant Hoechst H33342 est un substrat de MexB et
gue MexA est requise pour la stimulation de I'activité d’efflux du transporteur. Un systeme
similaire a permis de montrer I'importance de I'acylation de MexA dans I'assemblage de la

pompe et dans |'activité d’efflux.

Figure 59 : Représentation schématique de I'efflux a travers la pompe assemblée in vitro. OprM (en jaune) est
reconstituée dans des liposomes ayant encapsulé de I’ARN et MexA et MexB sont reconstituées ensemble au
sein de liposomes ayant encapsulé de la pyranine. Les deux types de protéoliposomes sont incubés en présence
de bromure d’éthidium (BET) et le transport est suivi grace a la variation du pH couplée a la variation de la
fluorescence du BET. (Adapté de Verchere & al, 2015, Nature Communications).

5.3. Etude des interactions au sein de la pompe

Les études d’interaction ont été majoritairement réalisées grace a la pompe AcrAB-
TolC d’E. coli. Quelques données existent néanmoins concernant l'interaction au sein des
pompes MexAB-OprM, MexXY-OprM, et MexEF-OprN de P. aeruginosa. Les études
d’interaction portent sur l'interaction des pompes avec leurs substrats mais également sur
I'interaction entre les différents partenaires des pompes. Elles ont été réalisées aussi bien

par des approches biochimiques telles que I'ITC, la SPR, la fluorimétrie que par des
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approches de microbiologie et de biologie moléculaire (mutagénése dirigée,
complémentation) ou encore par des approches structurales. La description faite ici n’est

donc pas exhaustive.

5.3.1. Etude des interactions avec les substrats

Des études d’interaction ou de compétition d’AcrB en solution ou immobilisée sur
une surface, avec des substrats fluorescents (rhodamine 6G, BET, proflavine) ou non
(ciprofloxacine, novobiocine, PABN) ont permis de montrer des différences d’affinité suivant
la nature du substrat, mais également la présence de différents sites de fixation en fonction
du type de substrat (Murakami & al, 2006 ; Su & al, 2007 ; Tikhonova & al, 2011 ; Nakashima
& al, 2011 ; Eicher & al, 2012). Ces études ont ainsi permis de confirmer la spécificité de
I'interaction des pompes avec leurs substrats ou leurs inhibiteurs (Vargiu & Nikaido, 2012 ;
Vargiu & al, 2014). Plusieurs molécules ont été décrites in vivo comme étant des substrats
des pompes mais seules quelques-unes d’entre elles ont pu étre cristallisées en complexe
avec le transporteur (Murakami & al, 2006 ; Seeger & al, 2006 ; Sennhauser & al, 2007,
2009 ; Nakashima & al, 2011 ; Eicher & al, 2012).

L'analyse de ces structures a permis de montrer I'importance des domaines de
fixation des substrats (essentiellement localisées au niveau du domaine périplasmique, voir
§ 3.1.1.1 et 3.1.1.2) dans la spécificité d’interaction avec ceux-ci. Murakami et al ((Murakami
& al, 2006) ont notamment montré que les substrats de faible poids moléculaire
(doxorubicine, minocycline) se fixent préférentiellement au niveau de la poche distale de la
crevasse tandis que Nakashima & al et Eicher et & al (Nakashima & al, 2011 ; Eicher & al,
2012) ont montré que les substrats de haut poids moléculaire (érythromycine) se fixent

préférentiellement au niveau de la poche proximale de la crevasse (voir § 3.1.1.2).

La permutation de génes codant pour des boucles périplasmiques entre AcrB et AcrD
chez E. coli, MexB et MexY chez P. aeruginosa, et AcrB d’ E. coli et MexB de P. aeruginosa
ont permis de montrer que la spécificité de reconnaissance du substrat est altérée (Elkins &

Nikaido, 2002 ; Tikhonova & al, 2002 ; Eda & al, 2003, Wehmeier & al, 2009). Ces résultats
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ont été confirmés par des expériences de mutagénese dirigée au niveau des boucles
périplasmiques de MexB et MexD (Mao & al, 2002 ; Middlemiss & Poole, 2004) ou de
permutation de génes entre MexB et MexY. Les mutations Q34K, E89K et N67K de MexD
permettent I'efflux de B-lactamines chargées négativement, qui ne sont pourtant pas des
substrats de la forme sauvage du transporteur, tandis que la permutation des domaines
périplasmiques de MexB et MexY permet la reconnaissance et la fixation des B-lactamines
anionigues qui ne sont pourtant pas substrats de MexY (Mao & al, 2002). Par ailleurs, les
mutations des résidus D133 et Y613 de MexY affectent la résistance aux aminoglycosides

(Lau & al, 2014).

Ces études ont par ailleurs permis de caractériser les voies d’entrée des substrats
(Husain & al, 2011 ; Yao & al, 2013 ; Nakashima & al, 2013) ainsi que les poches de fixation,
notamment la poche de fixation (poche hydrophobe comprise entre les domaines PC1 et
PC2, voir § 4.1.1.2) des résidus a l'intérieur de la cavité distale d’AcrB d’E. coli et de MexB de
P. aeruginosa (Murakami & al, 2006 ; Nakashima & al, 2011 ; Eicher & al, 2012). Un résidu
Asparagine a notamment été identifié comme étant le résidu de la poche hydrophobe qui
permet l'interaction avec les macrolides chez MexB de P. aeruginosa (Wehmeier & al, 2009).
La permutation de génes et des expériences de mutagénése dirigée ont également permis
de montrer que la spécificité d’'une pompe est liée a la présence de résidus spécifiques au
niveau des poches de fixation (Dreier & Ruggerone, 2015). On note la présence d’un
tryptophane au niveau de la poche de fixation chez MexY, résidu qui est absent chez MexB
et qui par conséquent ne peut pas contribuer a la spécificité de la pompe. Quatre résidus
(Asp410, Alad11, Glud17 et Lys951) ont été identifiés par mutagénése dirigée au niveau du
domaine transmembranaire de MexF comme étant nécessaires a 'activité du transporteur.
La mutation d’un cinquiéme résidu (Glu349) empéche I'efflux du triméthoprime mais une

activité partielle persiste en présence de chloramphénicol (Aires & al, 2002).

5.3.2. Etude des interactions entre les partenaires de la pompe

La spécificité de substrat est médiée par le transporteur RND. Des expériences de

complémentation et de fluorescence ont permis de montrer que I'érythromycine, qui est un
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substrat de la pompe MexCD-OprJ et qui n’est pas substrat de la pompe MexAB-OprM, est
accumulé dans les cellules en présence de la pompe chimérique MexC-MexB-Opr) dans
laquelle le transporteur MexD est remplacé par le transporteur MexB (Murata & al, 2002).
Ces résultats sont corroborés par le fait que les pompes chimériques MexC-MexD-OprM et
MexE-MexF-OprM au sein desquelles le canal OprM remplace respectivement OprJ et OprN,
restaurent la résistance aux fluoroquinolones, qui sont des substrats des pompes MexE-
MexF-OprN et MexC-MexD-Opr) mais pas a la ceftazidime et a I'aztréonam qui sont des

substrats de la pompe MexA-MexB-OprM (Gotoh & al, 1998 ; Maseda & al, 2000).

Ces résultats montrent également le caractere versatile de certains canaux tels
qu’OprM ou encore TolC d’E. coli. Ces canaux sont en effet capables de se substituer aux
canaux de certaines pompes (OprN, Oprl]) tout en conservant une pompe fonctionnelle
(Srikumar & al, 1998 ; Maseda & al, 2000 ; Bokma & al, 2006). Cette caractéristique ne
semble cependant pas étre commune a toutes les OMFs car si OprJ se substitue a OprM au
sein de la pompe MexAB, OprN ne se substitue pas a OprM, la pompe chimérique MexA-
MexB-OprN n’étant pas fonctionnelle (Yoneyama & al, 1998 ; Maseda & al, 2000). Des
mutants gain de fonction ont par ailleurs permis de montrer que I'extrémité C-terminale
d’OprM est indispensable pour sa stabilité et 'assemblage au sein de la pompe (Bai & al,

2010; 2014).

Le role de la MFP dans I'assemblage a été décrit précédemment, des expériences de
co-purification des constituants OMF, RND et MFP des pompes MexAB-OprM et MexXY-
OprM ont permis de montrer I'interaction entre le transporteur RND et |la MFP est spécifique
car MexX et OprM ne sont pas co-purifiés en présence de MexB, ce qui est également le cas
pour MexA et OprM en présence de MexY. De plus, les pompes chimériques MexA-MexD-
OprM et MexC-MexB-OprM ne sont pas fonctionnelles, ce qui va dans le sens des résultats
précédents (Yoneyama & al, 1998 ; Mokhonov & al, 2004). Les résidus qui empéchent
I'oligomérisation de MexA et son interaction avec MexB ont d’ailleurs été identifiés grace a
des expériences de mutagénese dirigée (Nehme & al, 2004). Les génes codant pour certaines
pompes a efflux sont portés par des opérons dépourvus de genes codant pour le canal OMF.
Ces pompes, a l'instar de la pompe MexXY ou encore de la pompe MexJK recrute plusieurs

transporteurs suivant la nature du substrat efflué (Jo & al, 2003 ; Chuanchuen & al, 2005).

110



L'implication des pompes a efflux de la famille RND dans I'augmentation sans cesse
croissance de la résistance aux antibiotiques, en fait des cibles d’intérét pour le
développement de nouvelles molécules permettant de restaurer I'efficacité des molécules
thérapeutiques préexistantes. Plusieurs inhibiteurs de pompes d’efflux ont été développés
mais ils présentent l'inconvénient d’étre toxiques. Les données expérimentales liées a la
structure et a I'activité de ces pompes restent cependant trop peu nombreuses pour pouvoir
mettre en place les différentes stratégies visant a développer de nouveaux inhibiteurs,
notamment des molécules capables de bloquer le canal OMF, de dissiper la force
protomotrice, d’empécher I'assemblage ou encore d’inhiber les pompes de facon
compétitive. La compréhension des mécanismes qui régulent I'expression, 'assemblage et le
fonctionnement des pompes mais également les interactions et les fonctions des
composants OMF, RND et MFP au sein de la pompe tripartite permettront donc a terme de
développer des inhibiteurs efficaces de I'activité de ces pompes a efflux. Nous nous sommes
donc intéressés au cours de ce travail aux pompes a efflux de Pseudomonas aeruginosa.
Nous avons notamment procédé a la caractérisation structurale du canal OprN de la pompe
MexEF-OprN impliquée dans la résistance aux fluoroquinolones et a la caractérisation du
transporteur RND MexY de la pompe MexXY-OprM, spécifique des aminoglycosides. Nous
avons étudié en parallele le mécanisme d’ouverture du canal OprM seul in vitro (aspects
structuraux) et in vivo (aspects fonctionnels) au sein de la pompe assemblée. Nous avons par
ailleurs participé a I'étude in vitro de I'assemblage et du transport a travers la pompe
MexAB-OprM, reconstituée au sein de protéoliposomes. En paralléle de | “étude des pompes
a efflux, nous nous sommes intéressés a un autre systéme de résistance, impliqué dans la
dégradation des antibiotiques. Nous avons donc réalisé, en collaboration avec le Pr Patrick
Plésiat (laboratoire hospitalo-universitaire de Bactériologie de Besancon), la modélisation de

mutants de la B-lactamase AmpC de P. aeruginosa.
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MATERIEL ET METHODES

1. Biologie Moléculaire

1.1. Souches utilisées

Chapitre 2

Trois types de souches bactériennes sont utilisés pour le clonage et I'expression des

protéines recombinantes.

Les souches Top 10, Tuner et Stellar d’Escherichia coli disponibles au laboratoire, ont

été sélectionnées pour leur efficacité de transformation et utilisées pour le clonage. Leurs

caractéristiques sont résumées dans le tableau 3.

Souche Souche d'origine | Organisme Génotype Utilisation Référence
F-, endA1, supE44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96, phoA, ®80d lacZA
Stellar HSTO08 E. coli Clonage Clontech
M15, A(lacZYA-argF) U169, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), AmcrA, A-
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15, AlacX74 recAl,
Top 10 MC1061 E. coli Clonage Invitrogen
araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG
Tuner BL21 E. coli F—ompT hsdSB (rB— mB-) gal dcm lacY1 Clonage Novagen
Miroux B. and
C43(DE3) BL21(DE3) E. coli F—ompT gal dcm hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) Expression Walker J.E.,
JMB 1996
Pr. Pos K. M.
C43(DE3) Goethe
C43(DE3) E. coli F—ompT gal dcm hsdSB (rB- mB-) (DE3), AacrB Expression
AacrB Universitat
Frankfurt
(Stover et al
PAO1wt PAO1 P. aeruginosa Souche sauvage prototrophe Expression )
2000
Dr Llanes,
université de
PAO1 AoprM PAO1 P. aeruginosa AoprM Expression

Franche Conté

Besangon

Tableau 3 : Récapitulatif des souches utilisées. Différentes souches d’Escherichia coli ont été utilisées pour le

clonage et I'expression des protéines recombinantes de Pseudomonas aeruginosa. Leur génotype ainsi que les

souches dont elles sont dérivées sont indiquées. Deux souches de Pseudomonas aeruginosa ont été utilisées

pour les études fonctionnelles in vivo.
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Les souches C43(DE3) et C43(DE3)AacrB, dérivées de la souche BL21(DE3)
d’Escherichia coli ont été utilisées pour I'expression des protéines recombinantes. Ces
souches contiennent des mutations sélectionnées de fagon aléatoire par une stratégie
d’évolution in vitro qui leur conférent une tolérance aux protéines toxiques. Elles peuvent
ainsi, grace a une prolifération particuliere d’'un réseau de membranes intracellulaires,
surexprimer les protéines, notamment les protéines de la membrane interne (Miroux and
Walker, 1996 ; (Arechaga & al, 2000). Une étude comparative récente des génomes de
BL21(DE3), C41(DE3) et C43(DE3) met en évidence deux mutations ponctuelles, I'une dans le
géne du répresseur lacl et 'autre dans le promoteur lacUV5 de la région DE3, qui seraient a
I'origine de la tolérance des souches C43(DE3) a I'expression des protéines membranaires
toxiques (Kwon & al, 2015), ceci grace a un ralentissement global du systeme de
surexpression dépendant de I’ARN polymérase T7. La souche C43(DE3)AacrB présente la
particularité d’étre délétée du gene codant pour le transporteur AcrB de la membrane
interne d’Escherichia coli. La présence de deux histidines en C-terminal d’'un monomere
d’AcrB suffit a conférer une certaine affinité pour les résines chargées en nickel, ce qui en
fait un contaminant bien connu des protéines de la membrane interne purifiées par cette
approche (Veesler & al, 2008). La souche C43(DE3)AacrB permet donc de s’affranchir de

cette contamination.

Les souches PAO1wt et PAO1 AoprM de Pseudomonas aeruginosa, qui nous ont été
fournies par I'équipe du Pr Patrick PLESIAT du CHU de Besangon, ont été utilisées pour les
expériences de complémentation in vivo. La souche PAO1 est I'une des souches sauvage de
référence généralement utilisée pour les études fonctionnelles chez Pseudomonas
aeruginosa et la souche PAO1 AoprM, dérivée de la souche PAO1 est délétée du géne codant

pour OprM, permettant I'étude fonctionnelle du canal par complémentation in vivo.
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1.2. Plasmides utilisés

1.2.1. Expression des protéines recombinantes chez E. coli

1.2.1.1. Le vecteur d’expression pBAD33-GFPuv

Le vecteur pBAD33-GFPuv a été produit au laboratoire par le Dr. Houssain
Benhabdelhak (Fig.60A). C'est un vecteur de 6113 bp résultant de I'insertion au sein du
vecteur pBAD33 (Guzman, Belin, Carson, & Beckwith, 1995) d’un fragment de 1726 bp issu
du vecteur pBAD-GFPuv (Crameri, Whitehorn, Tate, & Stemmer, 1996) aprés digestion par
les enzymes de restriction Pael et EcoRV. La présence du géne de la GFP permet un criblage
visuel des clones positifs directement sur boite de Pétri sous UV. L'expression des protéines
s’effectue sous le controle du promoteur pBAD inductible au L-arabinose. Le vecteur porte
également un géne de résistance au chloramphénicol, le gene CAT codant pour la
chloramphénicol acétyltransférase, qui sert de marqueur de sélection. Lors de précédents
clonages, le gene codant pour la GFP a été substitué aprées digestion par les enzymes de
restriction Ndel et Xmal, les clones positifs n’exprimant plus la GFP ne seront donc pas

fluorescents sous UV.

1.2.1.2. Les vecteurs d’expression pASK-IBA2 et pASK-IBA63

Les vecteurs pASK-IBA2 et pASK-IBA63 (IBA) sont des vecteurs de 3286 bp et 3326 bp
respectivement, permettant I'expression de protéines recombinantes fusionnées a une
étiquette Strep Il (WSHPQFEK) au niveau de leur extrémité C-terminale. Les deux vecteurs
portent un promoteur Tet inductible a I'anhydrotétracycline (AHT) et le vecteur pASK-IBA2
porte en plus la séquence signal de la porine OmpA (Fig.60B). Cette séquence permet
I’adressage des protéines a la membrane interne et leur sécrétion dans le périplasme. La
séquence signal est clivée au cours du processus de translocation. Les clones positifs sont

sélectionnés grace au gene de résistance a I'ampicilline porté par les deux vecteurs.
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1.2.1.3. Le vecteur d’expression pET-11a

Le vecteur d’expression pET-11a (Novagen) est un vecteur de 5677 bp permettant
I'expression des protéines recombinantes sous le contr6le du promoteur 77 du
bactériophage 77 et de [I'opéron lactose LacO inductible a [Iisopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) (Fig.60C). Le vecteur porte le géne de résistance a I'ampicilline

qui sert de marqueur de sélection.

Figure 60 : Cartes des plasmides d’expression utilisés au cours des différents clonages. La carte C a été
réalisée grace a Addgene (banque de données des plasmides).

A) Carte du plasmide pBAD33-GFPuv. Le promoteur pBAD est surligné en rose. Le géne d’intérét est inséré
entre les sites de restriction Ndel et Xmal (surlignés en vert) situés de part et d’autre du gene codant pour la
GFP. Les origines de réplication M13 et pBR322 sont surlignés en gris et le géne de résistance au
chloramphénicol (CAT) en jaune.

B) Carte du plasmide pASK-IBA2. Le vecteur porte un géne de résistance a I'ampicilline (AmpR) surligné en
jaune et une étiquette Strep Il (WSHPQFEK) surlignée en vert. Il porte également la séquence signal de la
porine OmpA surlignée en rose et le géne d’intérét est inséré entre les sites de restriction Ncol et Xhol.

C) Carte du plasmide pET-11a. L’expression s’effectue sous le contrdle du promoteur T7 (surligné en rose) et de
I'opéron Lactose Lacl (surligné en orange). Le géne de résistance a I'ampicilline est surligné en jaune et les sites
de restriction utilisés pour le clonage (EcoRI et BamHI) sont surlignés en vert.
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MCs

Pst]
BsmFI
PshAl
Ncol
Bsal
Eco47lll/
Hindlll
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1.2.2. Complémentation in vivo chez Pseudomonas aeruginosa
1.2.2.1. Le vecteur d’expression pME6001

Les études fonctionnelles in vivo chez Pseudomonas aeruginosa nécessitent une
expression stable des protéines et donc le maintien des plasmides. Le vecteur pME6001
(Fig.61), qui nous a été fourni par I’équipe du Pr Patrick PLESIAT du CHU de Besangon, est un
vecteur navette de 7425 bp (Blumer, Heeb, Pessi, & Haas, 1999) optimisé pour une
utilisation compatible avec le clonage et I'expression aussi bien chez E. coli que chez
Pseudomonas aeruginosa. |l porte trois promoteurs, les promoteurs Lac et T3 en amont du
site multiple de clonage et le promoteur 77 en aval. Dans notre contexte, I'expression
s’effectue sous le contrdle des promoteurs Lac et T3. Le vecteur porte un géne de résistance

a la gentamicine, le géne aacC1 codant pour la gentamicine acétyltransférase.

Figure 61 : Carte du plasmide pMEG6001. Le vecteur porte trois promoteurs : les promoteurs Lac et T3 indiqués
par les fleches bleue et verte en amont du site multiple de clonage (MCS) et le promoteur T7 représenté par la
fleche bleue en aval du MCS. Il porte également un géne de résistance a la gentamicine (Gm). Les sites de
clonage (EcoRl et Sacl) sont surlignés en orange.
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1.2.2.2. Le vecteur d’expression pUCP24

Le vecteur pME6001 présentant une surexpression basale des protéines étudiées, le
vecteur pUCP24, qui nous a également été fourni par I'équipe du Pr Patrick PLESIAT de
Besangon, est apparu comme une meilleure alternative permettant d’obtenir un taux
d’expression physiologique. Dérivé du vecteur pUCP18 (West, Schweizer, Dall, Sample, &
Runyen-Janecky, 1994), le vecteur pUCP24 (Fig.62) est un vecteur de 4036 bp présentant
I'avantage d’avoir un promoteur unique plus faible que ceux du vecteur pME6001, le
promoteur Lac. C'est un vecteur multicopies de plus petite taille, qui présente un site
multiple de clonage (MCS) versatile. Il porte le méme géne de résistance a la gentamicine

que le vecteur PME6001.

puCP24

Figure 62 : Carte du plasmide pUCP24. La carte a été réalisée a partir d’Addgene. L'expression s’effectue sous
le contréle du promoteur Lac surligné en rose et le vecteur porte le géne de résistance a la gentamicine
surligné en jaune. L’origine de réplication pBR322 est surlignée en gris et les sites de restriction utilisés pour le
clonage (EcoRl et Sacl) sont surlignés en orange.
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1.3. Clonage des génes OpriVl, MexX et MexY dans des vecteurs d’expression

1.3.1.

1.3.1.1.

Clonage du mutant ouvert d’OprM dans le vecteur d’expression pBAD33-

GFPuv

Amplification des inserts a partir du vecteur pME6001

Dans le but d’étudier le mécanisme d’ouverture du canal OprM, un mutant d’'OprM

comportant quatre mutations, R403L, Y404F, D416A et R419A, choisies pour I'éventuelle

implication de ces résidus dans le maintien de la conformation fermée d’OprM, a été cloné

par la plateforme IMAGIF a Gif-sur-Yvette a partir du plasmide pME6001-OprM-R403L-Y404F

comportant les deux premieres mutations et des amorces OprM-416-419-Fwd et OprM-416-

419-Rev (Thése de L. Monlezun, Université Paris Descartes, 2012). Ce mutant, nommé

pME6001-OprM-Quad-mut par soucis de simplicité, a servi de matrice pour I'amplification

de linsert par PCR, dont les conditions expérimentales sont résumées dans les tableaux 4 et

Température

Etapes °C) Durée | Nb de cycles
Dénaturation initiale 98 30s 1
Dénaturation 98 10s
Hybridation 58 30s 30
Elongation (= 1 min/kb) 72 2 min
Elongation finale 72 5 min 1

5.
Réactif Con.ce.n.tration Conct'entration Volume
initiale finale

Matrice ADN 100 ng/uL 2ng 1puL

Amorce 5' 20 uM 0,4 uM 1L

Amorce 3' 20 uM 0,4 uM 1L

dNTPs 10 mM 200 uM 1puL

Tampon Phusion 10x 1x 5uL

Phusion DNA Pol 100x 2x lul
H20 qsp 50 pL

Tableau 4 : Composition du mélange réactionnel

Tableau 5 : Programme de PCR utilisé pour les

Clonages
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Les amorces OprM-5’-Ndel et OprM-3’-HisXmal (voir Tableau 6, fin du § 1.3.4) ont
été utilisées pour les réactions d’amplification réalisées a l'aide d’un thermocycleur
Mastercycler® pro (Eppendorf) avec une ADN polymérase produite au laboratoire (Phusion).
Ces amorces permettent la digestion ultérieure du produit d’amplification par les enzymes
de restriction Ndel et Xmal grace a I'insertion de sites de coupure de part et d’autre du géne
a amplifier. L'amorce 3’ permet d’insérer une étiquette poly-histidine (6 histidines) au niveau

de I'extrémité C-terminale.

Le séquencage apreés criblage des clones positifs a cependant révélé la délétion de la
thymine 13, décalant ainsi le cadre de lecture et conduisant a un défaut d’expression. Ce
produit de PCR ayant été trés difficile a obtenir, nous avons choisi d'y insérer directement le
nucléotide manquant a I'aide du couple d’amorces OprM-5’-T13 et OprM-3’-T13 suivant les
conditions expérimentales décrites dans les tableaux 4 et 5, plutét que de tout

recommencer une nouvelle fois.

1.3.1.2. Digestion, ligation et transformation

Toutes les enzymes de restriction utilisées proviennent de New England Biolabs.

Le produit d’amplification d’une taille de 1496 bp est traité par I'enzyme de
restriction Dpnl a 37 °C pendant 1 h. L'enzyme Dpnl clive 'ADN parental méthylé. Elle est
inactivée par chauffage a 80 °C pendant 20 min. L'insert est ensuite digéré par les enzymes
de restriction Ndel et Xmal pendant 1 h a 37 °C. Les enzymes sont inactivées a 65 °C pendant
20 min. Le produit de digestion est ensuite purifié sur gel a I'aide du kit NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up (Macherey-Nagel) selon les recommandations du fournisseur, puis inséré dans
le vecteur pBAD33-GFPuv préalablement digéré par les mémes enzymes. La ligation est
effectuée dans un rapport vecteur/insert 1 : 3 (w/w) par la T4 DNA ligase pendant une nuit a
16°C. 5 puL de produit de ligation sont utilisés pour transformer des bactéries
chimiocompétentes de la souche Top 10 d’E. coli par choc thermique. La suspension
bactérienne est étalée sur une boite LBC (boite LB contenant du chloramphénicol a 25
pug/mL) apres 45 min d’incubation a 37 °C. Les boites sont incubées sur la nuit dans une
étuve a 37 °C.
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1.3.1.3. Criblage des clones positifs

Une PCR sur colonies est réalisée suivant les conditions décrites en 1.3.1.1 a l'aide
des amorces utilisées pour le clonage. Les colonies apparues sur boite LBC sont utilisées
comme matrice. Afin de purifier les plasmides recombinants, une préculture de 10 mL est
réalisée a 37 °C sous agitation (200 rpm) pendant une nuit en milieu LB additionné de
chloramphénicol a 25 pg/mL a partir des clones positifs. Les plasmides sont purifiés I'aide du
kit NucleoSpin® Plasmid QuickPure (Macherey-Nagel) selon les recommandations du
fournisseur et séquencés avant leur utilisation pour la production. Le plasmide obtenu

contenant le gene du quadruple mutant d’OprM est nommé pBAD33-OprM-4mut.

1.3.2. Clonage des genes MexX et MexY dans les vecteurs d’expression pASK-

IBA63 et pASK-IBA2

En vue de caractérisations structurale et biochimique, les séquences codantes des
génes mexX et mexY ont été amplifiés a partir du plasmide pAGH97 contenant 'opéron
mexXY (Aires & al, 1999) grace aux amorces MexX-5’-Ncol et MexX-3’-Xhol pour MexX et
MexY-5’-Bsal et MexY-3’-Bsal pour MexY. Les genes sont amplifiés par PCR comme décrit
précédemment (§1.3.1.1) et une étiquette Strep Il (WSHPQFEK) est insérée au niveau de
I'extrémité C-terminale pour la purification ultérieure des protéines sur résine Strep-Tactin®.
La séquence d’adressage ompA est insérée au niveau de |'extrémité N-terminale de MexY

afin de favoriser le bon adressage a la membrane. Elle est clivée au cours de la translocation.

Les inserts amplifiés sont digérés par la Dpnl comme décrit précédemment (§1.3.1.2)
puis pendant 1 h a 37 °C par les enzymes Ncol et Xhol pour MexX et Bsal pour MexY et
insérés respectivement dans les vecteurs pASK-IBA63 et pASK-IBA2 préalablement digérés
par les mémes enzymes. Les étapes allant de la ligation au criblage sont effectuées suivant
les conditions décrites précédemment (§1.3.1.2 et §1.3.1.3), les bactéries utilisées pour la
transformation étant des bactéries chimiocompétentes de la souche Tuner d’E. coli. Par

contre, la sélection des clones est effectuée sur boites LBA (boites LB contenant de
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I’ampicilline a 100 pg/mL) car les vecteurs pASK-IBA63 et pASK-IBA2 portent une résistance a
I"ampicilline. Les constructions obtenues sont nommeées pIBA63-MexX pour MexX et pIBA2-

MexY pour MexyY.

1.3.3. Clonage de MexY dans le vecteur d’expression pET-11a

La surexpression du transporteur MexY présente un probléme de toxicité pour la
bactérie. La production de la protéine sous forme soluble s’étant avérée infructueuse avec
I'utilisation du vecteur pASK-IBA2, nous avons décidé de changer de stratégie et de passer a
la co-expression de MexY avec son partenaire périplasmique MexX. Un plasmide
d’expression bicistronique nous a été fourni par le Pr. T. Nakae (Université de Kitasato,
Japon). Il s’agit du vecteur pET11a, contenant un opéron synthétique constitué en amont de
MexX, et en aval de MexY. Le vecteur a été obtenu suivant le protocole décrit par

Mokhonova et al. 2005 apres plusieurs étapes de PCR résumées par la figure 63.

Les deux genes ont tout d’abord été amplifiés indépendamment. Le géne mexX a été
amplifié a partir d’'un plasmide dans lequel il est fusionné en N-terminal a la séquence signal
de son homologue AcrA d’E. coli (AcrAleader). Le géne mexY a quant a lui été amplifié a
partir du génome de la souche PAO4090 de Pseudomonas aeruginosa avec la séquence
canonique Shine-Dalgarno (SD) insérée en amont du gene a la place de sa séquence SD
native et une étiquette poly-histidine (6 histidines) insérée en C-terminal. Les produits
d’amplification sont ensuite insérés dans le vecteur pBluescript Il SK+, générant ainsi deux
constructions intermédiaires nommées pBS-AcrAleader-MexX pour MexX et pBS-MexYhs
pour MexY. Le fragment MexY est extrait par digestion de la construction pBS-MexY"s et
inséré dans le plasmide pBS-AcrAleader-MexX, permettant d’obtenir la construction pBS-
AcrAleader-MexX-MexY. Le vecteur bicistronique final pMexXY"s est obtenu par insertion du

produit de digestion du plasmide pBS-AcrAleader-MexX-MexY dans le vecteur pET-11a.
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Figure 63 : Résumé de la procédure de clonage utilisée pour MexY dans le vecteur pET-11a (adapté de
Mokhonova et al. 2005). La séquence correspondant a la séquence signal d’AcrA (AcrAleader) est représentée
en rouge, celle correspondant a MexX en vert et la séquence correspondant a MexY en bleu. Les trois vecteurs
utilisés pour le clonage sont représentés en violet pour le plasmide AcrAleader-MexX, en noir pour le
pBluescript Il SK+ et en rouge pour le pET-11a. Les enzymes de restriction utilisées pour le clonage sont
indiquées en gras.

1.3.4. Clonage d’OprM et de ses mutants dans le vecteur pUCP24

Certains résidus supposés impliqués dans I'ouverture périplasmique du canal OprM
ont été mutés et sept mutants ont été générés : quatre mutants simples (R403L, Y404F,
D416A, R419A), deux mutants doubles (R403L-Y404F et D416A-R419A) et le quadruple
mutant décrit en 1.3.1.1 (R403L-Y404F-D416A-R419A). Ces versions mutées du gene oprim
ont été clonées dans le vecteur pME6001, vecteur navette compatible avec une expression

stable des protéines chez Pseudomonas aeruginosa pour réaliser des études fonctionnelles
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par complémentation in vivo (These de L. Monlezun, Université Paris Descartes, 2012). Ce
vecteur présente cependant I'inconvénient de surexprimer les protéines étudiées de fagon
basale. Nous avons donc choisi de re-cloner les génes codant pour les formes sauvage et
mutée d’OprM dans un vecteur ayant un promoteur plus faible, le pUCP24 afin de réduire
I’expression des protéines a un taux physiologique. Les deux vecteurs nous ont été fournis
par I'équipe du Pr Patrick PLESIAT du CHU de Besangon. Les inserts correspondants aux
différentes versions du gene oprM sont amplifiés par PCR a partir des plasmides dérivés du
PME6001 (pME6001-OprM-XXXX) grace aux amorces OprM-pseudo-5-EcoRl et OprM-
pseudo-3’-Sacl suivant le protocole décrit en 1.3.1.1. L'amorce 3’ permet l'insertion d’une
étiquette poly-histidine utilisée ultérieurement pour la détection des protéines par western

blot.

Les produits d’amplification sont digérés par la Dpnl comme décrit précédemment
(81.3.1.2) puis pendant 1 h a 37 °C par les enzymes de restriction EcoRl HF et Sacl HF. Les
produits de digestion sont insérés dans le vecteur pUCP24 préalablement digéré par les
mémes enzymes, suivant les conditions décrites au paragraphe 1.3.1.2. La transformation et
le criblage des clones positifs sont effectués comme décrit précédemment (§1.3.1.2 et
§1.3.1.3), exception faite de la transformation qui est réalisée a l'aide de bactéries
chimiocompétentes de la souche Stellar d’E. coli et de la sélection des clones recombinants

qui est effectuée sur boite LBG (boite LB contenant de la gentamicine a 15 pug/mL).

Le protocole décrit en 1.3.1.1 n’a cependant pas permis d’obtenir de produit
d’amplification. Nous avons voulu nous affranchir de I'éventuelle dégradation des réactifs en
renouvelant les stocks de réactifs et de plasmides. Nous avons également augmenté la
concentration de la matrice ainsi que la durée de I’élongation mais nos essais sont demeurés
infructueux. Nous avons finalement réussi a amplifier les inserts en changeant de
polymérase et en ajoutant du DMSO au mélange réactionnel. La Phusion (produite au
laboratoire) qui est pourtant 50 fois plus fidéle (4 x107 erreurs/bp, comparativement a la
Tag polymérase) et plus processive, a été remplacée par la pfu (également produite au
laboratoire) qui est certes moins fidéle (1-2 x10°® erreurs/bp, comparativement a la Taq
polymérase) et 10 fois moins processive que la Phusion, mais qui reste plus thermostable
(elle conserve 95% de son activité jusqu’a plus de 2 heures d’incubation a 95 °C) (Mclnerney,

& al, 2014).
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D’autre part, le génome de Pseudomonas aeruginosa est riche en GC, ce qui constitue
une difficulté supplémentaire pour les clonages, favorisant la formation de structures
secondaires, et nécessitant des températures de fusion plus élevées. L'addition de DMSO
permet de dénaturer les matrices riches en GC. Il abaisse également la T, des amorces, ce
qui permet d’éviter la formation de structures secondaires (dimeres d’amorces). Enfin, il
favorise la dénaturation des structures superenroulées, rendant ainsi le plasmide plus

accessible a la polymérase.

8 nouveaux plasmides ont ainsi été obtenus: pUCP24-OprM-wt, pUCP24-OprM-
R403L, pUCP24-OprM-Y404F, pUCP24-OprM-D416A, pUCP24-OprM-R419A, pUCP24-OprM-
R403L-Y404F, pUCP24-OprM-D416A-R419A et pUCP24-OprM-4mut. Le plasmide pUCP24-
OprM-D416A présentait cependant une insertion de 18 nucléotides (18-ins) en amont de
I’étiquette poly-histidine. L'insert a donc été de nouveau amplifié suivant le protocole
optimisé décrit plus haut grace au plasmide pUCP24-OprM-D416A utilisé comme matrice et
au couple d’amorces OprM-pseudo-5’-EcoRI et OprM-pseudo-3’-Sacl-his. La seconde amorce
s’hybride de part et d’autre de l'insertion 18-ins, sur I’extrémité C-terminale du géne d’OprM
d’une part, et sur I'étiquette poly-histidine d’autre part, permettant d’6ter I'insertion 18-ins

non désirée.

Ces plasmides ont été utilisés pour transformer des bactéries Pseudomonas

aeruginosa électrocompétentes, en vue des expériences de complémentation in vivo.
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Tm

Protéine Amorces Séquence (5'->3') ) %GC bp
OprM-5'-Ndel GGAATTCCATATGAAACGGTCCTTCCTTTCC 71 45,1 31
OprM-3"-HisXmal TCCCCCCGGGTCAGTGAI.IG-(:GT';-i/;'I'c%G(S'I:rG(:iLGAGCCTGGGGATCTTCC 76 60,6 61
OprM-5'-T13 TTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAACGGTCC‘?T CC 74,4 32,6 46

OprM OprM-3'-T13 AGCGGCTACCGCCAGGGAAAGGAAGGACCGTTTCATATGTATATCT 81,6 50 46
OprM-pseudo-5’-EcoRI GAAGTCCGGAATTCATGAAACGGTCCTTCCTTTCC 75,4 48,6 35
OprM-pseudo-3’-Sacl AGCGACCGAGCTCGGTCAGTGATGGTGATGGTG 78,9 60,6 33
OprM-pseudo-3'-Sacl-His TATGAGCTCTCAGTGGTGGTGGETGGTGAGCCTGGGGATCTTCCT 72,6 54,9 51
MexX-5'-Ncol GGAGATATACCATGGATGCACATCCAATGGACCGG 76,6 51,4 35

Mexx MexX-3'-Xhol CCAAGCGCTCTCGAGCTGGCCCGCCGGCGAGGCGG 88,3 80 35
MexY-5'-Bsal NNNNNNGGTCTCNGGCCGCTCGTTITCTTCATCGACCGTCCA - - 41

Mexy MexY-3'-Bsal NNNNNNGGTCTCNGCGCTGGCTTGTTCGGTCGGAATCTGCGG - - 42

Tableau 6 : Récapitulatif des amorces utilisées. Les sites de coupure des enzymes de restriction sont indiqués

en bleu, I'étiquette poly-histidine est indiquée en rouge, la séquence de I'amorce s’hybridant sur le géne

d’intérét est indiquée en gras et soulignée, les codons correspondant aux résidus mutés sont indiqués en gras

et en minuscule. La Thymine 13 est indiquée par un *. La lettre N correspond a I'une des quatre bases azotées.
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mutations R403L, Y404F, D416A et R419A

Plasmides Description Inducteur | Résistance Référence
pBAD33-GFPuv Vecteur d’expression dérivé du pBAD33 et du pBAD-GFP, 6613 L-arabinose CmR LCRB, Benhabdelhak
bp
pPMM"s Vecteur dérivé du pBAD33-GFPuv portant le géne Oprivi™s L-arabinose Cmf LCRB, Monlezun
pBAD33-0OprM-2mut"s Vecteur dérivé du pBAD33-GFPuv portant le géne OprM™ avec | | _arabinose CmR LCRB, Benhabdelhak
les mutations D416A et R419A
pBAD33-0OprM-4mut"s Vecteur dérivé du pBAD33-GFPuv portant le gene OprM"savec | | _arabinose CmR Cette étude
les mutations R403L, Y404F, D416A et R419A
PPMN"s Vecteur dérivé du pBAD33-GFPuv portant le géne Oprn®s L-arabinose Cm? LCRB, Benhabdelhak
pPMANS Vecteur dérivé du pBAD33-GFPuv portant le géne MexAhs L-arabinose Cm? LCRB, Benhabdelhak
pPME"* Vecteur dérivé du pBAD33-GFPuv portant le géne MexEh's L-arabinose Cm? LCRB, Benhabdelhak
PET-22b-MexB"* Vecteur d’expression dérivé du pET-22b portant le géne MexBhis IPTG Amp® LCRB, DEZI
PASK-IBA63 Vecteur d’expression, 3226 bp AHT Amp* IBA
PIBAG3-Mexx:tre Vecteur dérivé du pASK-IBA2 portant le géne MexXstreP AHT Amp® Cette étude
PASK-IBA2 Vecteur d’expression, 3286 bp AHT Amp® IBA
PIBA2-MexY"* Vecteur dérivé du pASK-IBA2 portant le géne MexYstp AHT Amp* Cette étude
pMexXY"is Vecteur dérivé du pET-11a portant I'opéron‘ synthétique IPTG Ampt (Mokhonova et al., 2005)
constitué de MexX et de MexYh's
pME6001 Vecteur de clonage et d’expression dérivé du vecteur pME6000 _ GmR (Blumer et al., 1999)
compatible avec E. coli et P. aeruginosa, 7425 bp
PMEG001- OprM- wt" Vecteur dérivé du pME6001 portant le géne Oprivihis - Gm*® LCRB, Monlezun
- - his Vecteur dérivé du pME6001 portant le géne OprMMs avec la _ R LCRB, Monlezun
pME6001- OprM- R403L Gm
mutation R403L
pME6001- OprM- Y404Fhs Vecteur dérivé du pME6001 portant le géne OprM"savec la _ GmR LCRB, Monlezun
mutation Y404F
pME6001- OprM- D416AMs Vecteur dérivé du pME6001. portant le géne OprMhs avec la N GmR LCRB, Monlezun
mutation D416A
pME6001- OprM- R419ANs Vecteur dérivé du pME6001. portant le géne OprM"savec la _ GmR LCRB, Monlezun
mutation R419A
pMEG001- OprM- R403L- YA04F"s Vecteur dérivé du pME§001 portant le géne OprM"savec les - GmR LCRB, Monlezun
mutations R403L et Y404F
is érivé & his les R
pME6001- OprM- D416A- RA19A" Vecteur dérivé du pME6001 portant le géne OprM"s avec _ Gm LCRB. Monl
mutations D416A et R419A CRB, Monlezun
pME6001- OprM- 4muthis Vecteur dérivé du pME6001 portant le géne OprMts avec les _ GmR Plateforme IMAGIF
mutations R403L, Y404F, D416A et R419A
PMEG001- OprN" Vecteur dérivé du pME6001 portant le géne OprN™s - Gm* LCRB, Monlezun
pUCP24 Vecteur de clonage et d’expression multicopies dérivé du vecteur - GmR (West et al., 1994)
pUCP18 compatible avec E. coli et P. aeruginosa, 4036 bp
pUCP24- OprM- wt"™ Vecteur dérivé du pUCP24 portant le géne Oprivi™ - Gm* Cette étude
pUCP24- OprM- R403L"s Vecteur dérivé du pUCP24 portant le géne Opriv" avec la - GmR Cette étude
mutation R403L
. Srive & his
pUCP24- OprM- Y404Fhis Vecteur dérivé du pUCP24 Portant le géne OprMPsavec la _ GmR Cette étude
mutation Y404F
N Arivé & his
pUCP24- OprM- D416AMs Vecteur dérivé du pUCP24 portant le géne OprM™ avec la - GmR Cette étude
mutation D416A
pUCP24- OprM- R419Abs Vecteur dérivé du pUCP24 Portant le géne OprMMs avec la R GmR Cette étude
mutation R419A
pUCP24- OprM- R403L- Y404FHis Vecteur dérivé du pUC.P24 portant le géne OpriMh's avec les _ GmR Cette étude
mutations R403L et YA04F
pUCP24- OprM- D416A- RA19AMs Vecteur dérivé du pU(?P24 portant le géne OprMMs avec les _ GmR Cette étude
mutations D416A et R419A
pUCP24- OprM- 4muth's Vecteur dérivé du pUCP24 portant le géne OprM™s avec les - GmR

Cette étude

Tableau 7 : Récapitulatif des plasmides utilisés
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2. Expression des protéines recombinantes chez E. coli

2.1. Production des protéines recombinantes
2.1.1. Production des protéines OMF (OprM-2mut, OprM-4mut et OprN)

Les plasmides recombinants (pBAD33-OprM-2mut, pBAD33-OprM-4mut et pPMN)
ont été utilisés pour transformer des bactéries chimiocompétentes de la souche C43(DE3)
AacrB d’E. coli par choc thermique. Les clones positifs sont sélectionnés sur boite LBC et un
clone isolé sur boite a été utilisé pour ensemencer une préculture de 200 mL de LB (Luria-
Bertani) contenant du chloramphénicol a 25 pg/mL final. La préculture, incubée a 37 °C sous
agitation a 200 rpm pendant une nuit, est utilisée pour ensemencer un litre de milieu

additionné de chloramphénicol a 25 pg/mL final, a une DOgoonm = 0.05.

15 L de culture dans du TB (Terrific Broth) et 6 L de culture dans du LB ont été réalisés
pour produire respectivement les mutants d’OprM et OprN en quantités suffisantes pour des
utilisations ultérieures. Les cultures sont incubées a 37 °C sous agitation a 200 rpm jusqu’a
I’'obtention d’une DOsoonm = 1,2 pour les mutants d’OprM et d’'une DOsoonm = 0.6 pour OprN.
La culture est ensuite refroidie pendant 30 min a 4°C et I'expression des protéines est
induite a 18 °C par addition de L-arabinose a une concentration finale de 0,02 % (w/v). La
culture se poursuit sur la nuit a 18 °C sous agitation a 200 rpm. Les bactéries sont ensuite
centrifugées a 8 000 g pendant 30 min a 18 °C puis les culots sont repris dans du tampon de
lyse (Tris 20 mM, pH 8, NaCl 150 mM). Les culots peuvent étre conservés a -80 °C pour une

utilisation ultérieure apres congélation dans I'azote liquide.

2.1.2. Production des protéines MFP (MexA, MexX et MexE)

Des bactéries chimiocompétentes de la souche C43(DE3) d’E. coli ont été
transformées a 'aide des plasmides recombinants pPMA, pIBA63-MexX et pPME. Les clones

positifs sont sélectionnés et isolés sur boite LBC pour MexA et MexE et LBA pour MexX. Les
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précultures et les cultures sont réalisées comme décrit en 2.1.1 avec addition de
chloramphénicol a 25 pg/mL final pour MexA et MexE et d’ampicilline a 100 pg/mL final
pour MexX. Toutes les cultures sont réalisées dans 6 L de LB. L'expression des protéines est
induite comme décrit en 2.1.1 par addition de L-arabinose a une concentration finale de 0,02
% (w/v) pour MexA et MexE et d’anhydrotétracycline (AHT) a une concentration finale de 0,2
pug/mL pour MexX. Les bactéries sont centrifugées comme décrit précédemment et le culot

est repris dans le tampon de lyse (Tris 20 mM, pH 8, NaCl 200 mM).

2.1.3. Production des protéines RND (MexB et MexY)

Des clones positifs, obtenus a partir de bactéries chimiocompétentes de la souche
C43(DE3) AacrB d’E. coli transformées par les plasmides pET-22b-MexB, pIBA2-MexY et
pMexXY ont été sélectionnés sur boite LBA. Les clones isolés sont utilisés pour ensemencer
des précultures réalisées comme décrit en 2.1.1 avec addition d’ampicilline a 100 pg/mL
final. Les cultures sont réalisées dans 6 L de LB comme précédemment avec addition
d’isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) pour MexB et MexY (pMexXY) a une
concentration finale de 1 mM et d’anhydrotétracycline (AHT) pour MexY (pIBA2-MexY) a une
concentration finale de 0,2 pug/mL pour l'induction de I'expression des protéines. Les culots
bactériens obtenus aprés centrifugation sont repris dans du tampon de lyse (Tris 20 mM, pH

8, NaCl 200 mM).

2.2. Purification des protéines recombinantes
2.2.1. Purification des protéines OMF (OprM-2mut, OprM-4mut et OprN)

Les culots obtenus précédemment sont lysés a haute pression a 'aide d’un broyeur
cellulaire (Cell-Disruptor, Constant LTD), a 4 °C aprés deux passages a 2,4 kbar. Le lysat

obtenu est centrifugé a 8 000 g pendant 30 min a 4 °C. Le surnageant est prélevé et

129



ultracentrifugé a 145 000 g pendant 1 h a 4 °C afin de récupérer la fraction correspondant
aux membranes totales. Le culot peut étre conservé a -80 °C pour une utilisation ultérieure
apres congélation dans I'azote liquide. Une nouvelle étape d’ultracentrifugation peut étre
réalisée apres resuspension du culot dans du Tris 20 mM, pH 8, NaCl 150 mM afin de laver
les membranes. Le culot obtenu est repris dans 100 mL du méme tampon et incubé sous
agitation douce pendant 15 min a température ambiante avec du N-Lauryl Sarcosine a une
concentration finale de 0,5 % (w/v). Ce détergent permet de séparer la membrane externe
de la membrane interne car il solubilise préférentiellement la membrane interne d’E. coli

(Filip, Fletcher, Wulff, & Earhart, 1973).

Une ultracentrifugation a 145 000 g est ensuite réalisée pendant 1 h a 4 °C afin de
récupérer un culot correspondant a la membrane externe. Le culot est repris dans 10 mL de
tampon de solubilisation (tampon S, voir tableau 8 pour la composition des tampons) et un
dosage a I'acide bicinchoninique (BCA, Sigma) est réalisé afin de déterminer la quantité de
protéines dans les membranes. La solubilisation est ensuite réalisée a une concentration
finale de 1-5 mg/mL de protéines. Les membranes sont solubilisées par addition de n-
dodécyl-B-D-maltoside (DDM) a une concentration finale de 1,5 % (w/v) au tampon S,
pendant une nuit a 4°C sous agitation douce. La solubilisation s’effectue sans glycérol pour
OprN car elle précipite en présence de glycérol. Le lendemain, la solution est
ultracentrifugée a 145 000 g pendant 45 min a 4 °C et le surnageant, correspondant a la
fraction de membranes externes solubilisées, est chargé a I'aide d’'une pompe péristaltique
sur une colonne de nickel (résine NiNTA sépharose, His Trap HP®, GE Healthcare) de 5 mL
préalablement équilibrée avec le tampon A, en circuit fermé sur la nuit a 4 °C et sous

agitation douce, ceci a cause du volume important de solution a passer sur la colonne.
N.B. : Tous les tampons utilisés sont préparés sans glycérol pour OprN.

Une fois les protéines fixées sur la résine, la colonne est lavée en plusieurs étapes
avec des tampons a concentrations croissantes en imidazole. Le premier lavage est réalisé
avec un volume correspondant a 10 fois le volume de colonne (10 CV) de tampon A (20 mM
d’imidazole). A cette étape, I'échange de détergents peut étre effectué. En effet, les OMF
(OprM, OprN) peuvent étre purifiées aussi bien en DDM qu’en Octyl-B-Glucoside (BOG), un

autre détergent non ionique. La purification des protéines s’effectuera dans I'un ou l'autre
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des détergents suivant I'utilisation ultérieure prévue. Elle se fera préférentiellement en BOG
pour la cristallisation. Dans le cas d’'un échange de détergent, la colonne est ensuite lavée
avec 10 CV de tampon A’. Les lavages suivants sont réalisés avec 6 CV, par ajout progressif
du tampon d’élution (5 %, 10 % et 15 % du tampon B ou B’) au tampon A (ou A’) afin
d’augmenter progressivement la concentration en imidazole (44 mM, 68 mM et 92 mM). Les

protéines sont éluées avec 2CV de tampon B ou B’ (500 mM d’imidazole).

Les fractions collectées sont ensuite analysées sur gel SDS-PAGE 10 % (w/v) avec un
marqueur de poids moléculaire (PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10 — 180 kDa),
Thermo Scientific) et la forme sauvage d’OprM précédemment purifiée servant de référence.
Les fractions éluées (contrairement aux autres fractions) ainsi que la forme sauvage d’OprM
servant de référence ne sont pas chauffées avant le dép6t sur gel afin de préserver la forme

trimérique d’OprM (ou d’OprN) (= 150 kDa).

Une étape de protéolyse ménagée est ensuite réalisée a température ambiante pour
les échantillons destinés a la cristallisation, en présence de trypsine dans un ratio
protéase/protéine 1: 100 (w/w) pendant 1 h. Les fractions éluées (protéolysées ou non)
sont concentrées par centrifugation a 4000 g a 4 °C a I'aide d’un concentrateur (Amicon
Ultra, Millipore) d’un cut-off de 100 kDa avant de subir une derniére étape de purification
par gel filtration. Aprés une ultime étape de centrifugation d’'une minute a 11 000 g a 4°C
pour se débarrasser d’éventuels agrégats, I’échantillon concentré est injecté sur une colonne
Superose 6® préparative de 120 mL (GE Healthcare) préalablement équilibrée avec le
tampon C (ou C’), afin de se débarrasser de I'imidazole et d’éventuels contaminants. Les
protéines sont éluées dans le tampon C (ou C’). Les fractions éluées sont concentrées
comme décrit précédemment et utilisées immédiatement aprés purification pour la
cristallisation ou congelées dans de I'azote liquide et conservées a -60 °C pour une utilisation

ultérieure.
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Réactif TamponS | Tampon A | Tampon A’ | Tampon B | Tampon B’ | TamponC | Tampon C’
Tris —HCI, pH 8 20mM 20mM 20mM 20mM 20mM 20mM 20mM
NaCl 150 mM 150 mM 150 mM 150 mM 150 mM 150 mM 150 mM
DDM (w/v) 1,5% 0,05 % - 0,05 % - 0,05 % -
BOG (w/v) - - 0,9 % - 0,9 % - 0,9 %
Imidazole - 20 mM 20 mM 500 mM 500 mM - -
Glycérol (v/v) 10 % 10 % 10 % 10 % 10 % 10 % 10 %

Tableau 8 : Composition des tampons utilisés au cours des différentes étapes de purification des OMF.

2.2.2. Purification des protéines MFP (MexA, MexX et MexE)

Les culots sont lysés comme décrit précédemment (§2.2.1) et centrifugés pendant 25
min a 10 000 g a 4 °C. Le surnageant de lyse est ensuite ultracentrifugé 1 a 2 fois a 145 000 g
pendant 1 h a 4°C. Le culot contenant les membranes totales est repris dans 10 mL de
tampon de solubilisation (tampon S1 pour MexA et MexE et tampon S’ pour MexX, voir
tableau 9 pour la composition des tampons) et la solubilisation est réalisée comme décrit
précédemment (§2.2.1). Toutes les étapes de purification sont réalisées en DDM et la
premiere étape sur colonne de nickel est réalisée comme décrit précédemment (§2.2.1)
pour MexA et MexE. Quant a MexX, elle porte une étiquette Strep, elle est donc purifiée sur
résine Strep-tactin sépharose (Strep Trap® HP, GE Healthcare). La colonne est équilibrée
avec le tampon A dépourvu d’imidazole (tampon As) et le lavage (10 CV) est effectué avec le
méme tampon. Les protéines sont éluées avec le tampon As additionné de desthiobiotine a

une concentration finale de 2,5 mM (Tampon AsD).

Les fractions éluées (MexA, MexE et MexX) sont analysées sur gel 12 % (w/v) et
concentrées par centrifugation a I'aide d’un concentrateur possédant un cut-off de 30 kDa
(Amicon Ultra, Millipore). Aprés une ultime étape de gel filtration, toutes les protéines,
éluées dans le tampon C sont a nouveau concentrées, congelées dans |'azote liquide et

conservées a -60 °C.
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Réactif Tampon S1 | Tampon S’ | Tampon A | Tampon B | Tampon As Ta::gon Tampon C
Tris —HCI, pH 8 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
NaCl 200 mM 200 mM 150 mM 150 mM 200 mM 200 mM 200 mM
DDM (w/v) 1,5% 1,5% 0,05 % 0,05 % 0,05 % 0,05 % 0,05 %
Desthiobiotine - - - - - 2,5mM -
Imidazole 20 mM - 20 mM 500 mM - - -
Glycérol (v/v) 10 % 10 % 10 % 10 % 10 % 10 % 10 %

Tableau 9 : Composition des tampons utilisés au cours des différentes étapes de purification des MFP.

2.2.3. Purification des protéines RND (MexB et MexY)

Le gene codant pour le transporteur MexY ayant été cloné dans le vecteur pASK-IBA2,
la protéine porte une étiquette Strep Il. Les étapes de lyse et de purification sont par
conséquent réalisées dans les mémes conditions que celles décrites pour MexX. Cependant,
la production de la protéine sous forme agrégée nous a poussés a changer de vecteur et la
protéine est désormais produite a I'aide du vecteur pET-11a qui lui confere une étiquette
poly-histidine. Les étapes de lyse et de purification de MexY (pET11-a) et de MexB sont par
conséquent identiques a celles décrites pour MexA et MexE et les fractions sont analysées
sur gel 10% (w/v). Les protéines éluées de gel filtration sont concentrées a I'aide d’un

concentrateur avec un cut-off de 100 kDa et conservées a -60 °C apres congélation a I'azote

liquide.
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3. Cristallogeneése et Cristallographie

3.1. Cristallogeneése et cristallisation des protéines OMF

Le défi principal des études structurales de protéines, notamment de protéines
membranaires par cristallographie aux rayons X réside dans I'obtention de cristaux a fort
pouvoir diffractant a partir d’échantillons purs et homogénes. Dans le cas des protéines
membranaires, une difficulté supplémentaire réside dans la quantité de protéines produites,
la cristallographie étant une technique nécessitant de grandes quantités de protéines et les

protéines membranaires étant produites avec un faible rendement.

Les premiers essais de cristallisation ont été réalisés sur la base des conditions de
cristallisation de la forme sauvage d’OprM (Phan et al.,, 2010). Les conditions de
cristallisation ont par la suite été optimisées en traitant les échantillons par protéolyse
ménagée par la trypsine (voir §2.2.1) ou par protéolyse in situ (addition de trypsine dans la
goutte de cristallisation) afin de se débarrasser des régions flexibles et d’obtenir des cristaux

possédant un meilleur pouvoir de diffraction.

Comme préambule a la cristallisation, les protéines, préalablement traitées ou non
par protéolyse a la trypsine, ont été concentrées a respectivement 5 mg/mL et 6 mg/mL
pour OprM-2mut et OprM-4mut, 10 mg/mL (forme non protéolysée) et 12 mg/mL (forme
protéolysée) pour OprN, dans un tampon contenant 0,9 % de BOG. Les essais de
cristallisation ont été réalisés uniquement avec les formes protéolysées des deux mutants
d’OprM et avec les deux formes d’OprN (protéolysée et non protéolysée), en faisant varier la

concentration de la forme protéolysée.

Le criblage des conditions de cristallisation est réalisé grace a un automate
(Mosquito® Crystal, TTP Labtech) (Fig.64), a I'aide des kits commerciaux MemGold™ (MD1-
39), MemGold2™ (MD1-63) et MemsStart’™™/MemSys™ HT-96 (MD1-21 et MD1-25)
(Molecular Dimensions). Le robot Mosquito® permet de travailler sur des nanovolumes
d’échantillons, réduisant ainsi les quantités de protéine utilisée, ce qui permet Ia
miniaturisation des tests. |l permet également la réalisation de gouttes assises ou
suspendues (Fig.64) pour des expériences de cristallisation par la technique de diffusion de

vapeur ou de gouttes sous huile. Dans notre contexte, les cristaux ont été obtenus par la
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méthode de diffusion de vapeur en goutte assise a I'aide de boites Mosquito® (TTP Labtech)
de 96 puits disposant de 3 cupules de dépot par puits. Les gouttes ont été réalisées avec 0,1-
0,2 uL de protéine pour 0,1-0,2 pL de solution de cristallisation (ratio 1 : 1 (v/v)) avec 40 uL

de solution de cristallisation dans le réservoir et les boites sont conservées a 18 °C.

Figure 64 : Outils et techniques utilisés pour le criblage des conditions de cristallisation. a) Robot de
cristallisation Mosquito® (TTP Labtech). b) Technique de cristallisation par diffusion de vapeur, a gauche par
goutte suspendue, et a droite par goutte assise. Les fleches indiquent I'échange d’eau entre la goutte et le
réservoir.

Plusieurs cristaux sont obtenus au bout d’'une semaine dans plusieurs conditions pour
le mutant OprM-4mut ainsi que pour OprN, cristallisée sous ses deux formes (protéolysée et
non protéolysée). Les cristaux correspondant au mutant OprM-2mut sont quant a eux
obtenus au bout d’un peu plus d’'un mois. Les différentes pistes de cristallisation obtenues
ont ensuite été optimisées en modifiant différents parameétres tels que la concentration en
agents précipitants, la concentration en sels et le pH. Les gouttes sont réalisées
manuellement a I'aide de boites Linbro® de 24 puits avec 1,5 pL de protéine pour 1,5 pL de
solution de cristallisation (ratio 1: 1 (v/v)) et 500 pL de solution de cristallisation dans le
réservoir. Les protéines sont cristallisées cette fois en employant la méthode de diffusion de
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vapeur en goutte suspendue. 4 conditions parmi celles obtenues en boites Mosquito® ont
été optimisées pour OprM-4mut et 4 pour OprN, ce qui a nécessité 54 et 96 essais
respectivement. Les tests ont été réalisés uniquement avec la forme protéolysée. Les
cristaux d'OprM-4mut sont directement stabilisés par ajout dans la solution de cristallisation
de PEG400 a 30 % (v/v) ou de glycérol (22 - 25 % (v/v)) afin de les protéger de la cryo-
congélation. Pour OprN, 25 % de glycérol sont ajoutés dans la goutte comme cryo-protectant

au moment de la congélation des cristaux dans de I'azote liquide a 100 K.

3.2. Cristallographie

3.2.1. Structures des mutants d’OprM : Collecte et traitement des données,

construction du modele et validation de la structure

Malgré de nombreux essais d'optimisation, aucun jeu de données n’a pu étre collecté
a ce jour pour le mutant OprM-2mut, les cristaux étant de trop petite taille pour étre
exploités. Seules quelques taches ont pu étre enregistrées a 16A de résolution, montrant
qu'il s'agit bien de cristaux de protéine. Concernant le mutant OprM-4mut, plusieurs cristaux
issus des différentes conditions reproduites manuellement ont été analysés sur la ligne de
lumiére PX1 du synchrotron SOLEIL. Le jeu de données possédant la plus haute résolution
(2,84 A) a été enregistré a partir de 1800 images collectées a une longueur d’onde de
0,97857 A avec un pas d’oscillation de 0,1 °. Les différents jeux de données ont été traités a
I'aide de programmes de la suite CCP4i (Winn et al.,, 2011). La réduction des données,
I'indexation et I'intégration ont été réalisées a I'aide du programme iMOSFLM et la mise a

I’échelle a I'aide du programme SCALA.

La structure cristallographique du mutant OprM-4mut a été résolue par la méthode
de remplacement moléculaire a I'aide du programme PHASER (McCoy et al.,, 2007). Le
modele utilisé pour le remplacement moléculaire correspond a I'une des structures résolues

de la forme sauvage d’OprM (code PDB 3D5K, Phan et al. 2010) au sein de laquelle sont
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introduites les quatre mutations R403L, Y404F, D416A et R419A a l'aide du logiciel
MacPyMOL (Delano Scientific LLC).

L'affinement de la structure obtenue a été réalisé a I'aide du programme REFMAC
(Murshudov, Vagin, and Dodson 1997, Murshudov et al. 2011) associé au programme de
construction COOT (Emsley and Cowtan 2004, P. Emsley et al. 2010). La qualité des
statistiques d’affinement ainsi que celle de la géométrie de la structure ont été vérifiées a
I'aide de modules de validation du programme de construction COOT et du programme de

validation de structure en ligne MolProbity (Chen et al., 2010).

3.2.2. Structure d’OprN : collecte et traitement des données, construction du

modeéle et validation de la structure

Plusieurs jeux de données de diffraction ont été enregistrés sur la ligne de lumiere ID-
23-2 (ESRF, Grenoble), a partir de cristaux optimisés manuellement. Le jeu de données
possédant la plus haute résolution (2,3 A) a été enregistré a partir de 2560 images collectées

o

a une longueur d’onde de 0,873 A avec un pas d’oscillation de 0,05 °. L'indexation,

I'intégration et la mise a I’échelle ont été réalisées comme décrit en 3.2.1.

La structure cristallographique d’OprN a été résolue comme décrit précédemment
(83.2.1). Le modele utilisé pour le remplacement moléculaire a été construit a I'aide du
programme BALBES de la suite CCP4i en utilisant la séquence d’OprN et I'une des structures
de la forme sauvage de son homologue structural OprM comme modele (code PDB 3D5K,
Phan et al. 2010). Aprés aplatissement de solvant, le programme ARP/wWARP (Lamzin 1993,
Victor S. Lamzin and Wilson 1997) a positionné les molécules d’eau, mais il n’a pas réussi a
reconstruire le domaine équatorial. Le reste de la chaine a donc été reconstruit
manuellement a I'aide du programme COOT. L'extrémité N-terminale a été reconstruite en
se basant sur une des structures d’OprM (code PDB 4Y1K, Monlezun et al. 2015).

L'affinement de la structure obtenue a été réalisé comme décrit précédemment
(83.2.1) et la qualité des statistiques d’affinement ainsi que celle de la géométrie de la

structure ont été vérifiées comme décrit précédemment (§3.2.1).
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4. Modélisation de mutants cliniques de la B-lactamase AmpC

Plusieurs mutations de la B-lactamase AmpC ont été identifiées chez des souches
cliniques de P. aeruginosa résistantes aux pénicillines et aux céphalosporines. Une recherche
par homologie de séquence (BLAST), réalisée sur la base des données structurales de la PDB

(Protein Data Bank, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) partir de la séquence

d’AmpC de P. aeruginosa (http://www.pseudomonas.com/) a permis d’obtenir 43 structures

de protéines homologues. Afin de localiser les résidus mutés et d’évaluer leurs effets sur la
résistance, les structures présentant une B-lactamase en complexe avec une molécule au
sein de son site actif ont été sélectionnées et superposées a la structure de la B-lactamase
AmpC de P. aeruginosa (code PDB 2WZZ). Les mutations et la modélisation des mutants ont

été réalisées avec le programme MacPyMOL (DeLano Scientific LLC).
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5. Etude de la sensibilité aux antibiotiques chez P. aeruginosa par

complémentation in vivo

5.1. Antibiogramme : principe, intérét et applications

Le profil de sensibilité d’'une bactérie pathogéne vis-a-vis d’un ou de plusieurs
antibiotiques permet d’orienter le choix de la thérapie et du dosage, ainsi que les
combinaisons adéquates d’antibiotiques en fonction de la résistance intrinseque du
pathogéne. Ce profil est déterminé en mettant le pathogéne au contact de différents
antibiotiques normalement efficaces grace a la réalisation d’antibiogrammes. Ce test
microbiologique, tres utilisé en milieu clinique est réalisé en solution ou par diffusion en
milieu gélosé et permet, en plus de guider le choix du praticien, d’identifier les bactéries en
fonction de leurs résistances naturelles et d’assurer une surveillance épidémiologique de

I’émergence de résistances acquises.

L'antibiogramme par diffusion en milieu gélosé (technique utilisée dans notre

contexte), est réalisé a I'aide d’antibiotiques présentés sous différents conditionnements :

4+ imprégné sur un disque de papier déposé a la surface de la gélose préalablement
ensemencée. L'efficacité de chaque antibiotique est évaluée en mesurant les
diametres d’inhibition autour des disques.

+ en solution de concentration connue, la solution étant mélangée a la solution d’agar
avant gélification. L'efficacité de chaque antibiotique est évaluée en déterminant la
concentration minimale inhibitrice (CMI), i.e. la plus faible concentration
d’antibiotiques capable de provoquer une inhibition compléte de la croissance
bactérienne.

+ imprégné sur une bandelette de papier graduée, selon un gradient de concentration
(E-test, Biomérieux) déposé a la surface de la gélose préalablement ensemencée. Les
graduations de la bandelette permettent de déterminer une CMI, qui est la valeur

correspondant a l'ellipse d’inhibition.

La fiabilité des résultats (antibiogramme et CMI) doit étre rigoureusement évaluée.

Ces méthodes microbiologiques font I'objet d’une standardisation et l'interprétation des
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résultats est régie par des recommandations aussi bien au niveau national par le CA-SFM
(Comité de I’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie) qu’européen par

I"EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).

Le choix des antibiotiques testés est effectué sur la base des traitements
couramment utilisés contre la bactérie pathogene. Le CA-SFM fournit des tables répertoriant
d’une part, les antibiotiques appropriés pour les tests en fonction du pathogéne (aussi bien
ceux testés en routine que ceux utilisés en complément) ainsi que la concentration de
I’antibiotique sur les disques (charge des disques, en pg), et d’autre part des concentrations
critiques permettant d’évaluer la sensibilité du pathogene vis-a-vis d’un antibiotique donné

(cible).

Les recommandations 2015 du CA-SFM pour Pseudomonas aeruginosa, regroupant
des B-lactamines, des aminoglycosides et des fluoroquinolones, sont résumées dans le
tableau 10 et l'interprétation des valeurs (CMI et diametre d’inhibition) est décrite par la

Figure 65.

Tableau 10 : Recommandations 2015 du CA-SFM pour Pseudomonas aeruginosa.

140



MATERIEL ET METHODES Chapitre 2

Cl\llll ; Cl\llll
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Souche sensible

cMmi
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Souche résistante
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Souche intermédiaire

Figure 65 : Interprétation des valeurs de CMI et des diameétres d’inhibition. C et ¢ correspondent aux valeurs
limites de CMI et D et d aux valeurs limites des diametres d’inhibition, permettant de classer les souches. La
souche sera considérée comme sensible si CMI < ¢ et diameétre d'inhibition > D, intermédiaire si ¢ < CMI < C et
d < Diameétre < D et résistante si CMI > C et diamétre < d.

5.2. En pratique...

5.2.1. Préparation des bactéries électrocompétentes

Contrairement a E. coli, les bactéries électrocompétentes de P. aeruginosa ne se
conservent et doivent étre préparées extemporanément et transformées dans la foulée.

A partir d’une préculture de la souche de P. aeruginosa d’intérét, réalisée a 37°C sous
agitation (200 rpm) pendant la nuit, 50 mL de milieu MH sont inoculés au 1/50°™¢ et incubés
a 37°C, sous agitation jusqu’a I'obtention d’une DOsoonm = 0,7. Les bactéries sont ensuite
centrifugées a 4°C pendant 15 min a 4 500 g et le culot obtenu est repris sous agitation
douce dans un % volume (25 mL) de sucrose stérile (300 mM). Les bactéries sont a nouveau
centrifugées comme précédemment. Un second lavage est réalisé dans les mémes
conditions et le culot est repris dans 1/100 de volume (500 pL) de sucrose stérile (300 mM).

Des aliquots de 100 uL sont réalisés et les bactéries sont immédiatement transformées.

5.2.2. Préparation de I'inoculum

L'inoculum est préparé a partir de bactéries P. aeruginosa électrocompétentes de la
souche PAO1 AoprM, transformées par électroporation a l'aide d’un électroporateur

Micropulseur (Biorad) (1 pulse a 2,5 kV) avec des vecteurs recombinants de type pUCP24-
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OprM-XXXX ou pMEG6001-OprM-XXXX. Un clone de chaque souche, sélectionné sur boite
LBG, a été utilisé pour réaliser une préculture de 10 mL de MH (Mueller-Hinton, Sigma) sans
antibiotique pendant 16-18 h a 37 °C sous agitation (200 rpm). Cette préculture est utilisée
pour ensemencer une culture de 10 mL de MH sans antibiotique a une DOgoonm = 0,06. La
culture est incubée pendant 1 h a 37 °C sous agitation (200 rpm) jusqu’a I'obtention d’une
DOsoonm = 0,12 soit 0,5 McFarland (= 108 UFC/mL). Un contrdle est réalisé en paralléle avec
des cultures témoins des souches PAO1wt et PAO1 AoprM, mais également avec la souche

PAO1 AoprM transformée avec le vecteur sans insert, réalisées dans les mémes conditions.

5.2.3. Réalisation des antibiogrammes

Toutes les séries d’antibiogrammes réalisées a partir des différentes méthodes ont

été reproduites trois fois.

5.2.3.1. Par diffusion en milieu gélosé a I'aide de disques imprégnés

55 mL de gélose MH (Mueller-Hinton agar, Sigma) préalablement coulée sur une
boite de Pétri carrée (15x15 mm) ont été ensemencés par inondation a |'aide d’une
suspension de chaque souche réalisée comme décrit en 5.2.1 et diluée au 1/10™¢ dans de
I’eau stérile, soit un volume final de 10 mL. Les suspensions ont par la suite été diluées au
1/1008™¢, 3 cause de la présence d’un double halo d’inhibition, qui peut é&tre d(i a un
inoculum trop concentré. Les boites sont séchées pendant 10 min a I'étuve a 37 °C et
recouvertes de disques imprégnés d’antibiotiques (Antimicrobial susceptibility disks, Biorad)
a 'aide d’un dispenseur d’antibiotiques (16-disk Dispenser, Biorad) (Fig.66). 16 antibiotiques
sont testés (résumés par le Tableau 11) et les boites sont incubées a 37 °C. Une
comparaison de la valeur des diamétres d’inhibition, mesurés aprés 18 a 24h de culture,
avec les valeurs de référence du CA-SFM permet d’évaluer la sensibilité de la souche pour
I'antibiotique considéré. Plus le diamétre d’inhibition est grand et plus la souche est sensible

a I'antibiotique.
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Figure 66 : Dispenseur d’antibiotiques (16-disk Dispenser, Biorad), a gauche et répartition des disques

d’antibiotiques sur la gélose, a droite.

Céfotaxime

Ceftazidime

Céphalosporines (3%™ génération)

Pipéracilline (+/- Tazobactam)

Ticarcilline (+/- Ac clavulanique)

Pénicillines

Céfépime

Céphalosporine (4™ génération)

Aztréonam

Monobactame

Méropénéme

Imipénéme

Amikacine

Gentamicine

Kanamycine

Tobramycine

Ciprofloxacine

Colistine

Carbapénémes

Tableau 11 : Liste des antibiotiques testés.
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5.2.3.2. Par dilution en milieu gélosé

Un gradient de concentration est réalisé a I'aide de 25 mL de gélose MH (Mueller-
Hinton agar, Sigma) contenant des concentrations décroissantes d’un méme antibiotique,
obtenues par dilution en série deux par deux. La gélose est coulée sur des boites de Pétri
rondes (@ 90 mm) et 8 antibiotiques (Sigma) sont testés. Une suspension est réalisée comme
décrit précédemment (§5.2.1) avec une dilution au 1/10°™¢ dans de I'eau stérile, soit un
volume final de 5 mL. 200 pL de suspension de chaque souche sont répartis sur une
microplaque 96 puits et chaque boite de gélose est ensemencée de fagon homogene avec
I'ensemble des suspensions a I'aide d’'un ensemenceur de Steers (Multipontelite™ SCAN
4 000, Mast Diagnostic) (Fig.67). Les boites sont incubées a 37 °C et analysées au bout de 18-
24 h. La plus faible concentration (et donc la premiéere boite de gélose) a laquelle la souche

ne pousse plus correspond a la CMI.

Figure 67 : Ensemenceur de Steers (a). Antibiogramme par dilution en milieu gélosé (b). Les points noirs
représentent des colonies bactériennes. La CMI de la souche 3 vis-a-vis de I'antibiotique incorporé dans la
gélose correspond a la concentration B.
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5.2.3.3. Par diffusion en milieu gélosé par gradient

25 mL de gélose MH (Mueller-Hinton Agar, Sigma) préalablement coulée sur une
boite de Pétri ronde (@ 90 mm) ont été ensemencés par inondation comme décrit en 5.2.2.1
a I'aide d’une suspension de chaque souche diluée au 1/10°™¢ dans de I'eau stérile, soit un
volume final de 5 mL. Une bandelette en plastique ou en papier rigide (E-test, Biomérieux),
imprégnée d’'un gradient exponentiel d’'un antibiotique donné sur I'une de ses faces et
graduée sur l'autre face avec une échelle de concentration (Fig.68A), est déposée a la
surface de la gélose préalablement séchée pendant 10 min a I'étuve (Fig.68B). Les boites
sont incubées pendant 18-24 h a 37 °C avant analyse. La CMI correspond a la valeur

comprise a l'intersection entre I'ellipse d’inhibition et la bandelette (Fig.68C).

Figure 68 : Antibiogrammes par diffusion en gradient de concentration. a) Bandelette imprégnée d’un
gradient exponentiel d’antibiotique sur 'une des faces et portant une échelle de concentration graduée sur
I’autre face. b) Répartition des bandelettes sur la gélose préalablement ensemencée. c) Lecture de la valeur de
la CMI.
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5.2.4. Localisation cellulaire des mutants d’OprM chez P. aeruginosa

5.2.4.1. Sur cellules entiéres

Les cultures sont réalisées comme décrit en 5.2.1 pour chaque souche, y compris les cultures
témoins (PAO1wt, PAO1 AoprM et PAO1 AoprM transformée avec le vecteur sans insert). Au
bout d’une heure de culture (DOgoonm = 0,12 soit 0,5 McFarland correspondant a = 108
UFC/mL), chaque culture, a I'exception des cultures correspondant aux souches PAO1wt et
PAO1 AoprM, est additionnée de gentamicine ajoutée a une concentration finale de 15
pug/mL. Les cultures sont a nouveau incubées sous agitation (200 rpm) a 37 °C jusqu’a
I'obtention d’une DOsoonm = 1. Des cultures ont été réalisées en paralléle dans les mémes
conditions mais sans antibiotique afin de déterminer le taux d’expression des protéines en
absence d’antibiotique. 500 pL de chaque culture sont prélevés et centrifugés a 11 000 g
pendant une minute. Chaque culot est repris dans 50 pL d’eau et 50 uL de bleu de charge
(4x). Tous les échantillons sont analysés sur gel SDS-PAGE 10 % (w/v) suivi d’'une détection
des protéines par western blot a I'aide d’un anticorps anti-His-HRP (Sigma) dirigé contre

I’étiquette poly-histidine insérée au niveau de I'extrémité C-terminale.

5.2.4.2. Sur membranes isolées

200 mL de culture sont ensemencés pour chaque souche, a partir d’une préculture réalisée
comme décrit précédemment (§5.2.1). Les cultures et les cultures témoins sont réalisées
comme décrit en 5.2.3.1. Une fois la DOsoonm = 1 atteinte, les cultures sont centrifugées
pendant 30 min a 6000 g a 18 °C. Les culots peuvent étre conservés a -80 °C pour une
utilisation ultérieure apres congélation dans I'azote liquide. Les culots sont repris dans 20 mL
de Tris 20 mM, pH 8, NaCl 150 mM et lysés a haute pression a I'aide d’un broyeur cellulaire
(Cell-Disruptor, Constant LTD), a 4 °C apres deux passages a 2,4 kbar. Le lysat est centrifugé a
6 000 g pendant 30 min a 4 °C et le surnageant est ultracentrifugé a 145 000 g pendant 1 h a
4 °C afin de récupérer la fraction correspondant aux membranes totales. L'opération est
renouvelée apres resuspension des culots dans 500 pL de Tris 20 mM, pH 8, NaCl 150 mM
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afin de laver les membranes, et les culots sont repris dans 100 uL du méme tampon. Un
dosage a I'acide bicinchoninique (BCA, Sigma) est réalisé afin de déterminer la quantité de
protéines dans les membranes et les échantillons sont solubilisés a une concentration
protéique finale de 2 pg/uL, en présence de N-Lauryl Sarcosine (Sigma) a une concentration
finale de 2 % (v/v) pendant 20 min a température ambiante. Les produits de solubilisation
sont ultracentrifugés a 145000 g pendant 45 min a 4 °C afin d’obtenir un culot
correspondant a la fraction des membranes externes. Les surnageants, correspondant aux
protéines de membrane interne solubilisées sont conservés pour servir de controle et les
culots sont repris dans une solution de Tris 20 mM pH 8, NaCl 150 mM dont le volume est
déterminé de fagon a obtenir une concentration protéique finale de 20 pg/uL. L'ensemble
des échantillons est analysé sur gel SDS-PAGE 10 % (w/v) suivi d’'une détection des protéines
par western-blot a I'aide d’un anticorps anti-His-HRP (Sigma) dirigé contre |'étiquette poly-

histidine.

147



6. Etude des interactions OMF-MFP par BN-PAGE (Blue Native Gel

Electrophoresis)

6.1. Le BN-PAGE (Blue Native Gel Electrophoresis) : principe et contexte

Il s’agit d’une technique de séparation des protéines en conditions natives
initialement décrite par Schagger et al. (Schagger & Von, 1991), qui repose sur deux

principes :
+ |'analyse de complexes natifs a I'aide d’un gel en gradient continu d’acrylamide

+ |'addition de bleu de Coomassie G250 qui confére aux protéines une densité de
charge négative uniforme sans les dénaturer. Dans le cas de protéines
membranaires, le bleu remplace le détergent utilisé au cours de la solubilisation. Les
protéines se comportent donc comme des protéines solubles et migrent vers I'anode

sous forme native et uniquement en fonction de leur poids moléculaire.

Le BN-PAGE permet de séparer des complexes dont la taille varie entre 10 kDa et 1
MDa. L'utilisation de protéines de référence de poids moléculaire connu comme marqueurs
permet d’estimer les poids moléculaires des protéines et de déterminer [|état
d’oligomérisation des complexes. Dans le cadre de I'étude de I'assemblage des pompes a
efflux, le choix des protéines de calibration est effectué sur la base des courbes de
calibration décrites par Schagger et al. (Schagger, Cramer, & von Jagow, 1994) et par
Ferrandez, Monlezun et al. (Ferrandez et al.,, 2012). Nous avons notamment utilisé
I’Apoferritine (443 kDa, 886 kDa et 1329 kDa correspondant respectivement aux formes
monomérique, dimérique et trimérique) et I’Albumine (66 kDa, 132 kDa et 198 kDa
correspondant respectivement aux formes monomérique, dimérique et trimérique) issues
d’un kit de calibration de gel filtration (Gel Filtration Markers Kit for Protein Molecular

Weights 29 000-700 000 Da, Sigma).

Le protocole a été optimisé et réalisé comme décrit par Ferrandez, Monlezun et al.
(Ferrandez et al.,, 2012). Afin de minimiser les risques d’agrégation non spécifique, un
détergent non ionique est ajouté dans le gel. Le DDM est préférentiellement utilisé a la place

du BOG car, dans les conditions de migration, les protéines agregent fortement en sa

148



présence et ne rentrent pas dans le gel, probablement a cause d’'un mauvais échange du
BOG par le bleu de Coomassie. Toutes les protéines doivent donc étre purifiées dans du

DDM.

6.2. Préparation des échantillons

Les échantillons sont préparés comme décrit précédemment (Ferrandez et al., 2012).
100 pmoles de protéines, préalablement purifiées comme décrit précédemment (§2.2.1,
2.2.2, 2.2.3) sont incubées seules ou en complexes dans 30 pL du tampon Imidazole 7,5 mM
pH 7,5, Glycérol 10 % (v/v), DDM 0,02 % (v/v) a température ambiante pendant 45 min. Les
complexes sont réalisés a différents ratios. Les solutions sont ensuite incubées pendant 15
min a température ambiante avec du bleu de Coomassie G250 a une concentration finale de
0,02 % (v/v) avant d’étre déposées sur gel. 10 pg de protéines de calibration sont également

déposées sur gel (Apoferritine et Aloumine).

6.3. Préparation du gel gradient et migration

Des gels de polyacrylamide d’1 mm d’épaisseur sont réalisés a I'aide d’'une pompe
péristaltique comme décrit par Ferrandez, Monlezun et al. (Ferrandez et al., 2012). Le gel de
séparation est réalisé avec un gradient de concentration continu de 4 % a 16 %. Le gradient
est réalisé de fagcon décroissante du bas vers le haut du gel et le gel de concentration est
ajouté de facon identique a un gel SDS-PAGE classique, aprés polymérisation du gel de

séparation. De 'acide 6-aminohexanoique (0,25 M) et du DDM (0,02%) sont ajoutés au gel.

Des tampons différents pour I'anode et la cathode sont utilisés pour la migration. Le
tampon d’anode est constitué d’imidazole 25 mM, pH 7,5. La migration est réalisée a un
voltage constant de 100 V a 4 °C avec un premier tampon de cathode constitué de 50 mM
Tricine, Imidazole 7,5 mM, pH 7,5, bleu de Coomassie G250 0,02 % (w/v). Une fois que le

front de migration a atteint le 1/3 du gel, le tampon de cathode est remplacé par un second
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tampon identique au premier mais 10 fois moins concentré en bleu de Coomassie (0,002 %
(w/v)) afin de réduire le bruit de fond du bleu sur le gel. Les gels sont colorés aprés migration
dans du bleu de Coomassie G250 dilué dans une solution d’acide acétique 10 % (v/v) afin
d’augmenter le signal des bandes peu intenses. Afin de déterminer la composition des

complexes, les bandes correspondantes sont découpées et analysées sur gel SDS-PAGE.
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1. La pompe MexEF-OprN et la résistance aux fluoroquinolones :

Caractérisation structurale et fonctionnelle du canal OprN

Parmi les 12 pompes d’efflux de la famille RND dénombrées chez P. aeruginosa, les
pompes MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexEF-OprN, MexCD-OprJ) et MexJK-OprM ont été
décrites comme étant principalement impliquées dans la résistance aux antibiotiques, du fait
de leur surexpression chez des mutants cliniques résistants. Nous nous sommes
particulierement intéressés a la pompe MexEF-OprN, surexprimée chez des isolats cliniques
résistants au chloramphénicol et aux fluoroquinolones, notamment a la ciprofloxacine
(mutants nfxc) (Kéhler & al, 1997 ; Llanes & al, 2011). Cette pompe présente donc un intérét
particulier, étant décrite comme impliguée dans ['acquisition de la résistance aux

fluoroquinolones, classe d'antibiotiques la plus utilisée avec les B-lactamines.

De plus, la surexpression de la pompe implique un influx constant de protons pour
alimenter la force protomotrice, provoquant une acidification du cytoplasme. Chez des
mutants surexprimant la pompe MexEF-OprN, Il a été mis en évidence une augmentation de
la consommation en oxygene, empéchant I'accumulation de protons intracellulaires,
permettant donc de réduire I'acidification du cytoplasme (Olivares & al, 2014). Le
développement d’inhibiteurs de la pompe, outre le blocage de I'efflux des antibiotiques dont
elle est spécifique, pourrait donc permettre de limiter cette compensation métabolique et
de réduire la persistance du phénomene de résistance. Mais avant de pouvoir développer
des inhibiteurs spécifiques, une meilleure connaissance des composants de la pompe et une

meilleure compréhension du mécanisme d’assemblage sont nécessaires.

Dans le cadre de ma thése, nous nous sommes intéressés a la caractérisation
structurale de la protéine de la membrane externe, OprN. Une seule structure
cristallographique de protéine OMF avait été résolue a ce jour chez P. aeruginosa, celle du
canal OprM (Akama & al, 2004 ; Phan & al, 2010 ; Monlezun & al, 2015). Bien que d'autres
structures d'OMFs appartenant a d'autres bactéries aient dores et déja été résolues (voir
Chapitre I, § 4.1.2), il nous semblait important de visualiser les variations existant entre les
différentes OMFs de Pseudomonas aeruginosa, afin de comprendre leur spécificité
d'assemblage. Nous présentons dans ce chapitre la production et la structure
cristallographique du canal OprN.
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1.1. Production et cristallisation du canal OprN

1.1.1. Expression et purification

Le canal OprN est surexprimé de fagon recombinante chez E. coli. La protéine mature
entiere, fusionnée a une étiquette poly-histidine (6-His) ajoutée au niveau de I'extrémité C-
terminale, est produite a partir de la souche C43AacrB (Tableau 11.3), qui nous a été fournie
par le Pr. K. Pos (université de Francfort, Allemagne). La souche C43 permet de limiter les
problemes de cytotoxicité liés a la surexpression des protéines membranaires. La délétion du
transporteur RND natif d’E. coli permet de s’affranchir d’'une contamination éventuelle par la
protéine AcrB, cette derniere possédant une étiquette histidine naturelle, qui entraine une
contamination des purifications par affinité sur colonnes de nickel. L’expression est induite a

18°C sur la nuit afin d’améliorer le rendement de production.

La protéine est extraite des membranes externes d’E. coli, en présence de dodécyl-B-
maltoside (DDM) (voir § 111.2.2.1). Elle est ensuite purifiée jusqu’a homogénéité grace a deux
étapes de chromatographie (affinité et exclusion stérique) qui permettent notamment de
procéder a I'échange de détergent. Le DDM, utilisé pour la solubilisation, est remplacé par
du B-octyl-D-glucopyranoside (BOG), la protéine ne cristallisant pas en DDM, a 'instar de son
analogue OprM. La purification s’effectue en absence de glycérol car la protéine a tendance
a agréger en sa présence, contrairement a OprM. La protéine est éluée apres
chromatographie d’exclusion stérique sous la forme d’un pic majoritaire (non présenté)
correspondant a I’'homotrimére d’OprN. Les échantillons analysés sur gel SDS sont traités de
facon a conserver le trimére (non chauffés) (Fig. 69, puits 2 et 3) ou a le dissocier (chauffés a
95°C pendant 5 min) (Fig. 69, puits 4 et 5). Une faible proportion de la forme trimérique est

préservée et reste stable malgré la présence de SDS dans le tampon de dépot.
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Trimere

Monomere

Figure 69 : Analyse des fractions d’OprN éluées aprés chromatographie d’exclusion stérique. Les fractions ont
préalablement été chauffées afin de dissocier les monomeéres (puits 4 et 5) ou non chauffées afin de préserver
le trimeére (puits 2 et 3). Une moitié de I’échantillon a subi une étape de protéolyse ménagée a la trypsine avant
I’étape de chromatographie d’exclusion stérique (puits 3 et 5), le reste n’étant pas protéolysé (puits 2 et 4). La
protéine OprM (sous forme monomérique), sert de controle de poids moléculaire (puits 1).

Tout comme pour son homologue OprM (code PDB 4Y1K) (Monlezun & al, 2015),
chaque monomere d’OprN est acylé (palmitoylé) au niveau de sa cystéine N-terminale.
Chaque monomere correspond a une masse moléculaire moyenne d’environ 48 kDa (hors
palmitate et étiquette poly-histidine), calculée a partir du programme Protparam (Gasteiger
& al, 2005). Une étape de protéolyse ménagée a la trypsine a été réalisée sur une moitié de
I’échantillon protéique destiné a la cristallisation avant la purification par chromatographie
d’exclusion stérique (Fig. 69, puits 3 et 5). Les fractions éluées sont ensuite concentrées
respectivement a 12 mg/mL pour la forme protéolysée et a 10 mg/mL pour la forme non

protéolysée, soit un rendement final de 1mg/litre de culture.
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1.1.2. Cristallisation

Différentes concentrations de protéines (4-12 mg/mL) ont été utilisées au cours des
différents essais de cristallisation. Certains échantillons ont été préalablement traités par
protéolyse ménagée a la trypsine afin d’améliorer le pouvoir de diffraction des cristaux et les
essais de cristallisation ont été réalisés a partir des deux formes (protéolysée et non
protéolysée). Plusieurs pistes de cristallisation sont obtenues pour les deux formes au bout
d’'une semaine a 18°C a partir de trois kits commerciaux [MemGold™ (MD1-39),
MemGold2™ (MD1-63) et MemStart™/MemSys™ HT-96 (MD1-21 et MD1-25)]. Quatre
conditions (résumées par le Tableau 12) ont été optimisées manuellement, uniquement
pour la forme protéolysée et trois de ces conditions ont permis d’obtenir des cristaux (1-3),

la quatrieme condition (4) ayant conduit la formation de précipités.

Plusieurs conditions de cristallisation, optimisées manuellement a partir de la
condition 3 du Tableau 12, en utilisant la forme protéolysée d’OprN concentrée a 12 mg/mlL,
ont permis d’obtenir des cristaux en forme d’aiguille (Fig. 70). 25 % de glycérol (v/v)] ont été
ajoutés aux cristaux comme cryoprotectant au moment de la congélation. Ces cristaux ont
permis de collecter plusieurs jeux de données complets dont un a une résolution
relativement haute pour une protéine membranaire (2,3 A) & partir d’une condition
contenant 100 mM d’Acétate de Sodium, pH 5.4, 1.1 M de Formate de Potassium, 8.8 % PEG
4000 (w/v) et 0.9 % BOG (w/v).
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Conditions Solution de cristallisation
1 100 — 400 mM Sulfate de Lithium, 100 mM ADA, pH 6.5, 20 — 35 % PEG
(Memstart-23) 400 (v/v), 0,9 % BOG (w/v)
2 200 — 500 mM Sulfate d’ammonium, 100 mM MES, pH 6.5, 5—-20 % PEG
(MemGold2 — 2 -20) 3350 (w/v), 0,9 % BOG (w/v)
3 0,4 —1 M Formate de Potassium, 100 mM Acétate de Sodium, pH 5.4, 9 —
(MemGold2 -2 -27) 17 % PEG 4000 (w/v), 0,9 % BOG (w/v)
4 50 mM Acétate de Magnésium, 50 mM Acétate de sodium pH 5.4, 24 %
(MemGold —1-41) PEG 400 (v/v), 0,9 % BOG (w/v)

Tableau 12 : Récapitulatif des conditions de cristallisation d’OprN optimisées manuellement. Les kits utilisés
et les positions correspondant aux différentes conditions sont indiqués entre parenthéses. Le BOG provient du
tampon de purification qui contient également du Tris 20 mM, pH 8, NaCl 150 mM.

100 pm

55 um

55 pum

Figure 70 : Cristaux d’OprN obtenus au bout d’'une semaine a 18°C (a 12 mg/mL aprés protéolyse ménagée a
la trypsine) aprés optimisation manuelle a partir de la condition 3.
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1.2. Résolution de la structure cristallographique du canal OprN

Le jeu de données complet obtenu a la plus haute résolution (2,3 A) a été enregistré a
partir de 2560 images collectées a une longueur d’onde de 0,873 A. La Figure 71 présente un
exemple de cliché de diffraction enregistré pour ce jeu de données. Les données ont été
enregistrées avec un pas d’oscillation de 0,05° sur la ligne microfocus ID-23-2 de I'ESRF
(Grenoble) dédiée aux microcristaux, permettant une meilleure séparation des taches de

diffraction, et un meilleur signal sur bruit.

Figure 71 : Cliché de diffraction d’un cristal d’OprN diffractant a 2.3 A de résolution. La limite de diffraction
est homogene sur I'image, indiquant un cristal isomorphe. L'extrait zoomé permet de voir que les taches sont
bien séparées.

L'indexation et l'intégration de ce jeu de données ont été réalisées a 'aide du
programme iMOSFLM dans le groupe d’espace tétragonal 14, conduisant a un jeu complet
(99,4%) avec un facteur d'accord de 15% a 2,3A. La structure cristallographique d’OprN a été
publiée par un autre groupe 3 la fin de notre étude, dans le méme groupe d’espace a 1,69 A
de résolution (code PDB 5AZP) avec des parameétres de maille similaires aux notres

(Yonehara & al, 2016). Ils ont également résolu cette méme structure a 2,7 A de résolution
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dans le groupe d’espace trigonal P321, présentant donc une seule molécule par unité

asymeétrique, le trimere étant reconstitué par la symétrie du cristal (code PDB 5AZ0). Les

statistiques d’intégration et d'affinement des trois structures sont résumées dans le Tableau

13.

Cette étude Yonehara & al, 2016 Yonehara & al, 2016
Statistiques d’intégration

Longueur d’onde (A) 0.873 0.900 0.900
Distance cristal — détecteur (nm) 213.32 - -
Groupe d’espace 14 14 P321
parametres de maille a, b, c(A) 257.65; 257.65; 81.511 257.5;257.5,81.8 76.5;76.5;191.8

a,B,y(°) 90;90;90 90,90;90 90;90; 120
Coefficient de Matthews (A3/Da) 451 4.55 3.26
Pourcentage de solvant (%) 72.7 72.97 62.29
Résolution (A) 182.185-2.29 (2.34 - 50.00-1.69 (1.72 - 50.00-2.70 (2.75 -

2.29) 1.69) 2.70)
Nombre de réflections observées 120 493 297 648 18 601
Nombre de réflections uniques 113 747 282614 17 736
Rimerge (%) 14.9 (75.5) 6.8 (8.59) 16.4 (>100)
Complétude (%) 99.4 (99.5) 99.5 (99.4) 100 (100)
Redondance 4.88 (4.49) 3.6(3.4) 10.9 (11.1)
1/o(l) 8.04 (1.76) 22.9(1.6) 17.1(2.5)
Statistiques d’affinement

Contenu de I'unité asymétrique (kDa) 144 144 48
Rwork / Rfree 18.80/22.53 16.01/17.97 23.15/27.19
Nombre d’atomes (protéine) 10433 10 846 3413
Nombre de molécules d’eau 694 1885 -
Nombre d’ions 2 12 -
Nombre de positions alternées 11 94 -

Détergent 3 8 -
Nombre de ligands Formate 1 18 -

Autres - 12 -

Pour les liaisons (A) 0.020 0.019 0.010
Déviation r.m.s

Pour les angles (°) 2.074 1.973 1.336
Facteur de température (B) moyen (A2) 35.643 26.5 49.4

Zones favorables (%) 98.07 99.0 98.2
E;an%;ir:gzrien Zones permises (%) 1.78 0.8 1.6

Zones défavorables (%) 0.15 0.2 0.2

Tableau 13 : Statistiques d’intégration et d’affinement des trois structures d’OprN. Les données indiquées
entre parentheéses correspondent a la couche de plus haute résolution. Les deux derniéres structures ont été

résolues par un autre groupe (Yonehara & al).
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Notre structure cristallographique d’'OprN a été résolue par remplacement
moléculaire a I'aide du programme PHASER, a partir d’'un modele construit sur la base de la
structure du trimére de son analogue OprM (code PDB 3D5K) (Phan & al, 2010) et de la
séquence protéique d’OprN. La carte de densité électronique correspondant a la région
équatoriale était tres bruitée, de par la mauvaise position de la chaine polypeptidique dans
cette zone. OprN et OprM présentent 31,4% d’identité de séquence, mais moins de 23%
dans cette région. Un modeéle a donc été construit dans lequel tous les fragments
peptidiques du domaine équatorial situés en dehors de la carte de densité électronique ont

été substitués par une séquence poly-Alanine.

La carte de densité électronique résultante, obtenue apres affinement par le
programme REFMAC a permis de reconstruire manuellement le reste du domaine équatorial
selon la séquence protéique d’OprN, a I'aide du programme COOT. Elle a également permis
de reconstruire 4 résidus de I'étiquette poly-histidine (6 His) de I'un des monoméres (chaine
C) sur les 6 qui la constituent, ainsi qu’'une molécule de détergent (BOG) voisine. La carte de
différence Fo-Fc montre cependant la présence de densité électronique résiduelle dans cette
région, dont une partie ressemble fortement a la téte polaire d’une molécule de BOG. Nous
n‘avons pas pu remplir cette densité électronique, car cela entrainait des problémes
d’encombrements stériques, notamment au niveau du résidu Glu139. Nous pensons donc
gu’il s’agit d’'une conformation alternative de toute cette région C-terminale, que nous

n’avons malheureusement pas pu reconstruire.

Les molécules d’eau ont été placées au cours de la reconstruction automatique par le
programme ARP/WARP. Néanmoins, malgré I'application de critéres de sélection de distance
aux atomes environnants, certaines d’entre elles avaient été placées dans des régions
inadéquates, telles que la surface hydrophobe du domaine transmembranaire, et ont donc
été supprimées manuellement. Celles qui présentaient des facteurs de température
inférieurs a celui de I'atome auquel elles étaient liées ont été remplacées par des ions, de
coordination hexa- ou divalente (Na*, Cl), présents dans le tampon de purification. Des amas
de densité électronique résiduels ont quant a eux permis de reconstruire deux molécules de
détergents (BOG) au niveau du domaine transmembranaire et une juste au-dessus du

domaine équatorial (décrite précédemment).
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La présence de densité électronique au niveau de 'extrémité N-terminale de chacun
des monomeres a permis de reconstruire le groupement acyl (palmitate) au niveau de la
cystéine N-terminale libre. Il n’a cependant pas pu étre reconstruit dans son intégralité, et
est limité a 7 a 10 atomes de carbone au lieu des 16 attendus selon la chaine considérée, du
fait de la grande flexibilité de cette extrémité. En plus du palmitate lié au groupement thiol
de la cystéine, deux chaines acyl de 5 carbones ont été ajoutées au niveau de I'amine N-

terminale libre des chafnes A et C.

Sur les 1359 résidus du trimére, comprenant les trois étiquettes de six histidines,
1341 ont été construits, représentant 98,7 % de la structure. Seuls les deux derniers résidus
ainsi que la queue histidine sont manquants sur les chaines A et B. A l'inverse, la chaine C est
compléte, a I'exception des deux dernieres histidines de I'étiquette C-terminale, du fait de sa
stabilisation par la molécule de BOG. Cette particularité de la chaine C n'est pas entierement
due a une différence d'environnement des trois molécules liée a I'empilement cristallin, vu
gue l'une des structures résolues par Yonehara & al appartient au méme groupe d'espace

mais ne présente pas cette singularité.

Aucun autre fragment peptidique ne manque dans la structure. La protéolyse a donc

probablement contribué a favoriser la nucléation en clivant des contaminants.

La géométrie de la structure finale a été vérifiée et validée a 'aide des modules de
validation du programme COOT et du programme de validation de structure en ligne
MolProbity. Le diagramme de Ramachandran représenté par la Figure 72 indique que

98,07% des résidus se trouvent dans les régions favorables.
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Figure 72 : Diagramme de Ramachandran de la structure cristallographique d’OprN, résolue dans le groupe
d’espace 14, obtenu a I’'aide du module de validation du programme COOT.

1.3. Analyse structurale

1.3.1. Vue d’ensemble

La structure cristallographique d’OprN résolue a 2,3 A de résolution montre que la
protéine forme un canal long de 130 A dont I'architecture est similaire a celle des autres
OMF dont la structure a été résolue (Fig. 73A). Chaque monomere est constitué de deux
principaux domaines, le domaine B et le domaine a. Il est a noter que I'on retrouve un motif

structural répété au sein de chaque monomeére (Fig. 73C), motif qui est conservé chez les

bactéries Gram négatif.
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1.3.1.1. Ledomainef

Le domaine B, long de 30 A correspond au domaine transmembranaire du canal. Ce
domaine est constitué de quatre brins B qui forment un feuillet incurvé. Cette inclinaison
permet un emboitement avec le feuillet § du monomeére voisin pour former un tonneau
caractéristique de la famille des OMFs. Les brins S1 et S2 ainsi que les brins S3 et S4 sont
reliés par des boucles extracellulaires. La longueur de ces boucles ainsi que la présence ou
non de pseudo-hélices varient suivant les OMFs. Pour OprN, elles sont de 13 et 9 résidus
respectivement, et la boucle S3-54 présente une petite pseudo-hélice qui inclut les résidus

Gly306 a GIn308.

Figure 73 : Structures et architecture générale des OMF (A). OprN et OprM de Pseudomonas aeruginosa (code
PDB : 5IUY et 3D5K), TolC et CusC d’E. coli (code PDB : 1EK9 et 3PIK), VceC de Vibrio cholerae (code PDB : 1YC9),
CmeC de Campylobacter jejuni (code PDB: 4MT4), MtrE de Neisseria gonorrhoeae (code PDB: 4MTO). La
topologie et la structure du monomeére d’OprN sont représentées respectivement par les figures B et C. Le

motif structural répété conservé chez les bactéries Gram négatif est représenté en noir au sein du monomere
(C).
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Deux molécules de BOG sont retrouvées dans la structure au niveau de ce domaine 8
(Fig. 74). L'une d’entre elles adopte une position identique a celle des phospholipides dont la
téte polaire est orientée vers le milieu intra- ou extracellulaire et la chaine latérale
hydrophobe enfouie a I'intérieur de la bicouche lipidique. Cette molécule de BOG interagit,
via sa chaine latérale hydrophobe avec la surface hydrophobe du domaine B et avec le
palmitate de I'extrémité N-terminale voisine, grace a des interactions hydrophobes. Ces
contacts miment probablement I'interaction de ce domaine avec les lipides membranaires
chez la bactérie. La seconde molécule de BOG interagit plutdét avec les boucles

extracellulaires par I'intermédiaire de sa téte polaire, grace a des liaisons hydrogene.

Figure 74 : Les molécules de détergent présentes au niveau du domaine B transmembranaire d’OprN. Le BOG
localisé a proximité du palmitate (représenté en vert sur I'image de gauche) mime la bicouche lipidique. La
carte de densité électronique (a 0.8 o de contour) (image de droite), montre cette molécule dans son
environnement cristallin.

Au niveau du tonneau B, les triméres d’OprN s’assemblent au sein du cristal suivant
un empilement de type | (Fig. 75), c'est a dire en position « téte-béche » les uns par rapport
aux autres. Ce type d'assemblage, favorisant I'empilement grace aux contacts hydrophobes,

est caractéristique des protéines membranaires, mimant ainsi une membrane plane.
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Figure 75 : Empilement de type I. les contacts cristallins se font par I'intermédiaire des surfaces hydrophobes
positionnées dans le méme plan. Les protéines sont représentées en vert-orange et les détergents en rouge-
noir, avec la téte polaire en rouge et la chaine latérale hydrophobe en noir (Adapté de Krauss & al, 2013,
International Journal of Molecular Sciences).

Cet empilement cristallin est également observé chez OprM. Néanmoins pour OprM,
les domaines B de triméres voisins sont exactement dans le méme plan, alors que pour
OprN, ils présentent un léger décalage, le rendant beaucoup moins compact (Fig. 76). Ceci
peut expliquer pourquoi la queue lipidique en N-terminal est mieux définie pour OprM que

pour OprN malgré une moins bonne résolution.

Figure 76 : Empilement cristallin de type | d’OprM (a gauche) et d’OprN (a droite).
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1.3.1.2. Le domaine a

Le domaine a, correspondant au domaine périplasmique, est long de 100 A. Il est
constitué de 6 hélices a. Deux d’entre elles, les hélices H3 et H7 traversent entierement le
domaine périplasmique, tandis que les quatre autres sont reliées par paire (H6 — H8 et H2 —
H4) pour former deux pseudo-hélices de méme longueur que H3 et H7. Les segments de
liaison sont peu structurés, formant le domaine équatorial encore appelé bouée, qui

ceinture le domaine périplasmique.

Ce domaine équatorial est majoritairement constitué de boucles, et inclut I'extrémité
C-terminale et une partie de I'extrémité N-terminale. Il comporte également deux petites
hélices, H1 et H5 et deux petites pseudo-hélices. Les quelques résidus de I'extrémité C-
terminale ainsi que I'étiquette poly-histidine qui ne sont pas présents dans la structure font
partie de ce domaine. C'est également dans cette zone que se trouve la molécule de BOG

piégée par I'étiquette histidine dans le 3¢me monomeére.

La présence de détergents au niveau de ce domaine pourtant hydrophile est permise
par I'empilement de type Il observé pour la partie périplasmique, dans lequel les contacts

polaires impliquent les tétes polaires des détergents (Fig. 77).

Figure 77 : Empilement de type Il. Les contacts cristallins se font par I'intermédiaire des tétes polaires des
détergents. Les protéines sont représentées en vert-orange et les détergents en jaune-violet, avec la téte
polaire en jaune et la chaine latérale hydrophobe en violet (Adapté de Krauss & al, 2013, International Journal
of Molecular Sciences)

164



RESULTATS ET DISCUSSION Chapitre 3

Dans le cas d’OprN, les contacts polaires ont lieu au sein du cristal entre I'extrémité

périplasmique d’un trimere et le domaine équatorial du trimére voisin (Fig. 78).

Figure 78 : Empilement cristallin de type Il d’OprN. La vue agrandie montre une molécule de BOG (en jaune)
piégée a l'interface entre le domaine équatorial et I'extrémité périplasmique de deux trimeres.

Néanmoins, ces contacts polaires impliquent des résidus dont la nature varie au sein
du packing, ce qui pourrait expliquer la présence d’une seule molécule de BOG, uniquement

au niveau du monomere C.
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Figure 79 : La vue élargie de I'extrémité C-terminale d’un monomeére montre la présence d’'une molécule de
détergent (en jaune) piégée par l'étiquette poly-histidine (panneau supérieur). La carte de densité
électronique et la vue agrandie (panneau inférieur) montrent I'environnement cristallin partiel de la molécule
de BOG.

1.3.2. Les extrémités extracellulaire et périplasmique du canal OprN

OprN, tout comme les autres OMFs, présente une extrémité extracellulaire qui ouvre

le domaine B transmembranaire sur le milieu extracellulaire et une extrémité périplasmique
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qui ouvre le domaine coiled-coil sur le périplasme. Contrairement a d’autres structures
d’OMFs résolues en conformation ouverte (TolC, MtrE), la structure d’OprN a été résolue en

conformation fermée (Fig. 80).

EE

EP

Figure 80 : Représentation des extrémités extracellulaire (EE) et périplasmique (EP) d’OprN (A), de TolC (B) et
de MtrE (C). La comparaison des extrémités d’OprN avec celles de TolC ou de MtrE montre que le canal est en
conformation fermée. Les trois monomeres sont représentés en magenta, en cyan et en vert.

Du c6té extracellulaire, les résidus 94-102 de chague monomeére forment une boucle
flexible entre les brins B S3 et S4. Les boucles des trois monomeres ferment I'extrémité du
domaine B par une interaction de van der Waals au niveau des trois résidus Val98 (Fig. 81).
Ce résidu n’est ni conservé au sein des OMFs de P. aeruginosa, ni conservé chez les bactéries
Gram négatif. Il est remplacé par un résidu polaire chez OprM (Thrl05) et un résidu
aliphatique (Gly271) chez TolC (Fig. 81). Ce résidu réduit le diamétre de I'extrémité
extracellulaire 3 un pore d’environ 3 A, contrairement a la structure de TolC qui présente un
canal plus ouvert de diamétre 6 A. Les substrats de la pompe MexEF-OprN tels que la

ciprofloxacine sont plus larges que ce pore. L'efflux des substrats impliqgue donc une
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ouverture de I'extrémité extracellulaire avec un mouvement des boucles vers I'extérieur.
Elles semblent donc impliquées dans la sortie des substrats au cours de I'efflux, mais sont
surtout supposées jouer le role de gardien de l'influx, les protéines OMFs n'étant pas

supposées constituer une porte d'entrée vers l'intérieur de la cellule.

Le diametre interne du canal est de 35 A et ce diamétre est relativement constant du
domaine B au domaine équatorial. L'ouverture du canal se réduit progressivement a partir
du domaine équatorial pour s’obturer complétement au niveau de I'extrémité périplasmique

a cause de la torsion des hélices internes (H4 et H8) et des hélices externes (H3 et H7).

L'ouverture et la fermeture du canal au niveau de cette extrémité sont régulées par
un réseau de liaisons hydrogene et de ponts salins inter- et intramonomeériques formés par
des résidus présents a I'extrémité des quatre hélices du domaine coiled-coil de chaque
monomere. Ce réseau est constitué de résidus polaires et chargés (Asp197, Arg396, Tyr397,
Thrd02, Asp409, Arg412). Ces résidus sont conservés au sein des OMFs chez P. aeruginosa
mais également chez E. coli, a I'exception de la thréonine Thr402 d’OprN qui est remplacée

par un aspartate, Asp409 chez OprM et par une glycine, Gly365 chez TolC (Fig. 81).
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OprN OprM TolC
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Thr105
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Tyr3g7 Tyra04 Arg403 Tyr362 Areser
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Thra02 Aspa09 ivdes
y

Figure 81 : Représentations des extrémités de différentes OMF. Les résidus impliqués dans la fermeture de
I'extrémité extracellulaire (panneau supérieur) sont indiqués en vert pour OprN, en jaune pour OprM et en
cyan pour TolC. Le cercle violet matérialise I'ouverture et le diametre du pore formé par ces résidus. Le
panneau inférieur montre les résidus impliqués dans la fermeture périplasmique. Les résidus impliqués dans le
réseau de liaisons hydrogénes et de ponts salins inter- et intramonomériques qui stabilisent la conformation
fermée sont représentés par des sphéres. L'un des trois monomeres est représenté en couleur brique.

Néanmoins, le niveau de constriction maximale est localisé a I'extrémité du canal, et
implique pour les trois protéines considérées des résidus hydrophobes (Fig. 82). Chez OprM
et OprN, cet acide aminé est conservé et correspond a une Leucine, la ou une Valine est

présente chez TolC.
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Figure 82 : Représentation du triplet de résidus hydrophobes conservés de la constriction périplasmique
d’OprN, OprM et de TolC. L'un des monomeéres est représenté en couleur brique.

Il est a noter, grace a des travaux réalisés par Anderson et al. (Andersen & al, 2002)
sur TolC, que les résidus jouant un réle important dans |'ouverture de TolC ne se limitent pas
a ceux se trouvant a cette extrémité périplasmique, mais impliquent également des résidus
localisés plus haut sur les hélices. En plus des résidus TolC-Asp153 et TolC-Tyr362 dont nous
avons déja parlé, qui forment une liaison hydrogene entre I'hélice externe H7 et I’hélice
interne H4, ils ont identifié les résidus TolC-GIn136 et TolC-Glu359, formant une liaison
hydrogene entre les hélices externes H3 et H7, comme acteur de I'ouverture. L'interaction
Asp-Tyr est conservée chez OprN (Fig. 83) ce qui n'est pas le cas pour l'interaction GIn-Glu.
Le résidu TolC-GIn136 est remplacé par OprN-Ser180 et le résidu TolC-Glu359 par OprN-
Ala394, ne permettant pas la formation de cette liaison. Cette interaction est cependant
maintenue chez son homologue OprM, qui conserve la liaison hydrogéne grace aux résidus
OprM-Ser188 et OprM-Asp401. Chez OprN, cette interaction est assurée par les résidus
Arg387-Asnl173 (Fig. 83). Ces interactions entre les résidus de I'hélice internes H4 d’un
monomere et I'hélice externe H7 du monomere voisin contribuent a stabiliser la

conformation fermée.
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Figure 83 : Représentation des résidus qui stabilisent la conformation fermée chez OprN au sein d’un
monomeére (A) et entre deux monomeres, représentés en marron et en bleu (B).

Les monomeéres d'OprN sont majoritairement stabilisés par des interactions
hydrophobes dans cette région (Ala203 - Ala385, Leu199 - Ala389). Chez OprM, ces résidus
correspondent a Thr211 - Ala392 et Arg207 - Tyr396. Le lien supérieur reste donc
hydrophobe, mais I'interaction Leu-Ala n’est pas conservée. La conformation fermée d’OprN
semble donc étre stabilisée par des interactions différentes de celles observées chez ses
homologues. Il sera intéressant de caractériser le role de I'ensemble de ces interactions pour

étudier le mécanisme d’ouverture du canal.

Enfin, a I'extrémité interne du canal, un anneau anionique formé par les résidus
Asp371 et Asp374 a été identifié chez TolC. Cet anneau a été décrit comme étant un filtre a
cations au sein du canal au cours de I'efflux (voir Chapitre 1.4.1.2). Cet anneau n'existe pas
chez les protéines de Pseudomonas considérées, car méme si le résidu TolC-Asp371 est
conservé chez OprN (Asp409) et chez OprM (Asp416), le résidu TolC-Asp374 y est remplacé
par une arginine (OprN-Arg412 et OprM-419) (Fig. 84). Les charges sont donc inversées,
menant a la formation d'un pont salin a la place du filtre ionique de TolC, impliquant des

différences de comportement dans les mécanismes d'ouverture de ces différentes protéines.
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1
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Figure 84 : Vue de la constriction périplasmique d’OprN.

Afin d'identifier les résidus réellement importants dans I'ouverture parmi ceux décrits
dans ce chapitre, nous avons muté un certain nombre d'entre eux chez OprM, dont la
structure avait été précédemment résolue (Phan & al, 2010) et étudié leur phénotype de

résistance chez Pseudomonas par des expériences de complémentation qui seront décrites

dans le paragraphe 3.

1.3.3. Comparaison du domaine équatorial des OMF
Le domaine équatorial correspond au domaine qui présente le plus de différences au
sein des OMFs. Il est constitué d'une partie N-terminale, de I'extrémité C-terminale, et d'un
segment central, correspondant respectivement aux régions 13-54, 440-447 et 231-265 chez
OprN. Sur la Figure 85 sont présentés les alignements de séquence de ces trois régions pour
les protéines OprN, OprM et TolC. La grande variation au niveau de la longueur des

séquences et de la nature des résidus dans cette région y apparait tres clairement.
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Figure 85 : Alignement multiple des séquences participant a la bouée équatoriale (A : N-terminus, B : centre,
C : C-terminus) des protéines OprN, OprM et TolC. Les résidus conservés sont indiqués en rouge. Les
structures secondaires des différentes protéines sont représentées au-dessus des séquences et les étoiles
indiquent des positions alternées.
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Chez OprN et OprM, I'extrémité N-terminale est plus longue de plus de 40 résidus par
rapport a TolC, cette séquence permettant de couvrir la distance entre le domaine
équatorial et la membrane externe, afin d'ajouter un ancrage supplémentaire a la
membrane via le palmitate N-terminal (Fig. 86A). Coté C-terminal, a l'inverse la séquence de
TolC est beaucoup plus longue que celle des autres protéines, 45 résidus de plus qu'OprM, et
59 de plus qu'OprN. Seule la structure d'OprN est compléte, celle d'OprM s'arrétant 11
résidus avant la fin et celle de TolC étant tronquée de 42 acides aminés, ne permettant donc
pas de comparer précisément les trois structures dans cette région. Néanmoins, il est a noter
qgue I'hélice a9 présente au niveau de I'extrémité C-terminale de TolC se superpose a |'hélice
al d'OprM, également présente chez OprN, amenant I'extrémité C-terminale de TolC vers
I'extrémité N-terminale des autres protéines (Fig. 86B et 86C). Cette hélice se poursuit par le
brin B6, qui va former un feuillet avec un brin de la région centrale (B3), correspondant a des
segments sans structure secondaire dans les autres protéines (239-245 chez OprN). Il est
intéressant de noter que la longueur du segment de structure inconnue dans la partie C-
terminale de TolC est de longueur équivalente a la longue région N-terminale d'OprM et
OprN. Il pourrait donc étre envisagé que cette séquence ait également pour fonction de
raccrocher la protéine a la membrane, méme si aucun site de prédiction n'a proposé de

modification lipidique pouvant jouer ce réle sur ce fragment de séquence.
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Figure 86 : Superposition des extrémités N-terminale (A), C-terminale (B) et centrale (C) d’OprN, d’OprM et
de TolC. La structure correspondant a OprN est représentée en vert, celle d’OprM en rose et celle de TolC en
cyan. L’hélice a9 C-terminale de TolC (B, en cyan) se superpose a I’hélice al N-terminale d’OprN (C, en vert) et
OprM (C, en magenta). TolC possede un feuillet supplémentaire B formé par les brins B6 (B, en cyan) et B3 (C,

en cyan).

Le reste de la région équatoriale est majoritairement non structurée et constituée de
boucles flexibles. Cette région ayant été décrite comme étant impliquée dans l'interaction
de 'OMF avec son partenaire MFP, les différences observées pourraient refléter les
interactions structurales qui contribuent a la stabilisation et a la spécificité de I'interaction

avec le partenaire MFP.

1.3.4. Propriétés électrostatiques des OMF

La spécificité de substrats des pompes d’efflux tripartites a été décrite comme étant
dépendante du transporteur RND. Au cours de l'efflux, le substrat pris en charge par le
transporteur RND doit pouvoir étre expulsé a travers le canal. L'analyse du potentiel
électrostatique de surface d’OprN, d’OprM et de TolC montre que ces canaux présentent

une répartition variable des charges a I’extérieur du canal, en dehors de la zone en contact
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avec la surface cytoplasmique de la membrane externe, plutét chargée positivement (Fig.
87). lls présentent cependant une cavité interne majoritairement électronégative, avec des
variations d’'une OMF a l'autre. OprN et TolC présentent une densité de charges négatives
plus importante au niveau de la partie supérieure du canal, notamment au niveau du
domaine B transmembranaire et de la région adjacente, contrairement a OprM dont les

charges négatives sont réparties de fagon uniforme le long du canal (Fig. 87).

OprN OprMm TolC

Figure 87 : Distribution électrostatique des charges a la surface d’OprN, d’OprM et de TolC. Les charges
positives sont représentées en bleu, les charges négatives en rouge, et les régions neutres en blanc. La
répartition des charges a été réalisée a I'aide du logiciel Pymol.
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On note que l'efflux des quinolones est majoritairement pris en charge par les
pompes OprN-MexEF et OprJ-MexCD chez P. aeruginosa, méme s'ils sont également des
substrats de la pompe OprM-MexAB. |l a été montré que la pompe OprN-MexEF efflue
préférentiellement des quinolones dépourvues d’atome de fluor, les fluoroquinolones étant
préférentiellement prises en charge par la pompe OprJ-MexCD. Or, la structure du canal
OprJ, résolue récemment par le groupe de Yonehara & al (code PDB 5AZS) montre une
répartition interne des charges négatives équivalente a celle d’OprM au niveau du domaine
transmembranaire et de la région adjacente (Yonehara & al, 2016). La répartition des
charges d’OprN pourrait donc expliquer cette différence car la présence d’un atome de fluor
électronégatif pourrait entrainer une répulsion électrostatique au contact des résidus de la
région dont la densité de charges négatives est importante, contribuant ainsi a ralentir la
diffusion du substrat a travers le canal. Cette différence de répartition des charges négatives
a l'intérieur du canal pourrait donc expliquer la différence de spécificité de chacune de ces

OMFs pour leurs substrats.

1.3.5. Acylation de I'’extrémité N-terminale

L'extrémité N-terminale des OMF chez P. aeruginosa est constituée d’'une longue
boucle qui s’étend du domaine équatorial vers la membrane interne. Le premier résidu de la
plupart de ces protéines est une cystéine et les structures cristallographiques montrent que
ce résidu est covalemment lié a un groupement acyl ancré a la membrane interne. Cette
cystéine a été décrite comme étant impliquée dans l'interaction de la protéine avec la
membrane ainsi que dans son insertion dans la membrane externe. Il a en effet été montré
qgue la mutation de cette cystéine chez CusC d’E. coli affecte le repliement du domaine B
transmembranaire, empéchant ainsi son insertion dans la membrane externe (Lei & al,
2014). De plus, d’autres résultats ont montré que la délipidation d’OprM entraine une
accumulation de la protéine dans le périplasme (Nakajima & al, 2000). Les OMFs présentent
donc pour la plupart deux modes d’interaction avec la membrane : I'ancrage grace au

groupement acyle et I'insertion grace au domaine B transmembranaire.
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Dans les structures cristallographiques d’OprM et de CusC, la présence de densité
électronique a permis de modéliser cette queue lipidique de fagon partielle. Ce groupement
est covalemment lié a I'atome de soufre de la cystéine N-terminale grace a une liaison
thioester chez OprM (S-acyl). Chez CusC, la protéine est triacylée avec un groupement acyle
lié a I'amine libre de la cystéine N-terminale (N-acyl) et un groupement diacyl au niveau du
groupement thiol (S-diacyl) de la cystéine. Dans notre structure d’OprN (Fig. 88), la densité
visible indique la présence de deux groupements acyl (N-acyl et S-acyl). De la densité
résiduelle est observée au niveau du groupement carboxyle libre du S-acyl, qui peut
correspondre soit a la présence d’un troisieme groupement acyl, soit a une conformation
alternée de la chaine carbonée, cette modification lipidique étant trés flexible. OprN pourrait
donc étre triacylée contrairement a OprM dont la structure ne présente qu’un groupement

acyle.

Cysl

Figure 88 : Vue de I’extrémité N-terminale d’OprN. La carte de densité électronique (a gauche) montre la
présence de deux groupements acyle au niveau de I'amine libre et du groupement thiol de la cystéine N-
terminale. L'ancre lipidique est située au niveau de la ceinture aromatique (en rose) qui délimite I'interface
correspondant a la couche cytoplasmique de la membrane externe (figure de droite). Le domaine
transmembranaire B est représenté en jaune et les hélices du domaine a en vert.

Les raisons de l'acylation de certaines OMFs telles qu’OprN ou CusC demeurent

indéterminées, notamment a cause de l'absence d’acylation de TolC. Les enzymes
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responsables de |'acylation chez les bactéries Gram négatif, notamment la diacyltransférase,
reconnaissent une séquence consensus (Leu-(Ala/Ser)-(Gly/Ala)-Cys) appelée « lipobox »
située en amont de la cystéine N-terminale au niveau de la séquence signal et qui inclut
cette cystéine. Cette lipobox, présente chez OprM (LSGC) et chez OprN (LSAC) est absente
chez TolC. De plus, l'insertion et le repliement des protéines membranaires organisées en
tonneaux B dans la membrane externe impliquent la machinerie d’assemblage BAM. L’ancre
lipidique a été décrite comme étant nécessaire a I'insertion et au bon repliement des OMFs
dans la membrane externe. Or, il se trouve que le repliement et I'insertion médiée par le
complexe BAM est indépendante de la présence d’un groupement acyle. L'absence
d’acylation de TolC implique donc la prise en charge de son insertion dans la membrane par
le complexe BAM. Elle suggere également d’autres fonctions de I’ancre lipidique, au-dela de

son role d’insertion dans la membrane externe.

La question du nombre de groupement acyl reste également un sujet de débat.
OprM, CusC et OprN ont des structures similaires, ce qui pourrait impliquer une modification
similaire de I'extrémité N-terminale. Les lipoprotéines sont acylées au cours de trois étapes
et I'addition des groupements acyl implique deux protéines, une diacyltransférase et une
transacylase (voir Chapitre 1.4). La 1°™ catalyse le transfert d’un groupement diacyl au niveau
du groupement thiol (S-diacyl) de la cystéine N-terminale. Le groupement acyle présent dans
la structure d’OprM est situé au niveau de ce groupement. Le mode de fonctionnement de la
diacyltransférase suggéere donc la présence d’un second groupement acyle. La présence d’un
troisitme groupement acyle, ajouté grace a la transacylase n’est cependant pas certaine,
comme cela est décrit plus loin. Le systéme de translocation Lol est un systéme qui permet le
transfert des lipoprotéines de la membrane interne vers la membrane externe et I'insertion
de I'ancre lipidique dans la membrane externe. Ce systeme interagit avec le groupement acyl
des lipoprotéines et il a longtemps été décrit comme interagissant uniquement avec des
protéines triacylées. Il a cependant été montré récemment que les lipoprotéines sont
adressées a la membrane externe chez des mutants de Francisella tularensis délétés de la
transacylase, suggérant ainsi que la triacylation n’est pas nécessaire a la reconnaissance par
le systeme Lol (Chahales & Thanassi, 2015). Ces résultats suggerent donc que les OMFs sont
au minimum diacylées voire triacylées, mais qu’il est moins probable qu’elles soient

monoacylées.
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Chez OprN, la densité électronique est faible au niveau de cette région et ne permet
donc pas de déterminer la nature exacte du groupement acyle. Chez OprM, cette
modification post-traductionnelle a été analysée par Monlezun & al (Monlezun & al, 2015)
grace a des sondes chimiques et a la résolution d’'une nouvelle structure cristallographique
d’OprM dans un autre groupe d’espace (code PDB 4Y1K) (voir article, page 183). Afin
d’analyser I'occupation des groupements thiol et amine de la cystéine N-terminale d’OprM,
ces groupements ont été marqués a l'aide de deux fluorophores, le N-(2-
methanethiosulfonylethyl)-7-methoxycoumarin-4-acetamide  (MTS-EMCA) qui devient
fluorescent en se liant de facon covalente a la cystéine grace a un pont disulfure et le 4-
chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-Cl), qui devient fluorescent en se liant a I'amine libre N-
terminale des protéines et dans des conditions spécifiques, a celle des lysines. L'analyse des
protéines sur gel apres exposition aux UV a 475 nm pour le NBD-Cl montre que I'amine libre
de la cystéine N-terminale d’OprM est accessible, car on observe la présence d’une bande
fluorescente, ce qui suggéere que la cystéine n’est pas acylée au niveau de ce groupement. La
méme expérience, réalisée a 312 nm pour révéler le MTS-EMCA montre par ailleurs que le
groupement thiol n’est pas libre. On n'observe donc pas de bande fluorescente pour OprM,
contrairement a MexA non-palmitoylée, pour laquelle la séquence signal a été 6tée tout en
conservant la cystéine et qui a été utilisée comme contréle. Cela confirme que la cystéine est

acylée au niveau de ce groupement (Fig. 89).
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Figure 89 : Analyse chimique de I'extrémité N-terminale d’OprM. Les protéines ont été analysées en absence
ou en présence de NBD-Cl (A) et en présence de MTS-EMCA (B). Le panneau supérieur correspond aux gels
colorés au bleu de Coomassie et le panneau inférieur, aux gels exposés aux UV, aux longueurs d’onde
correspondant a chacun des fluorophores. Différentes formes de MexA servent de contrdle, la forme acylée
(MexAp), la forme soluble non acylée avec la cystéine N-terminale libre (MexAnp) seule ou en présence de DTT.
(Adapté de Monlezun & al, 2015, Frontiers in Microbiology).

Par ailleurs, une analyse par spectrométrie de masse a été réalisée mais elle n’a pas
permis de déterminer la nature du groupement acyle, I'extrémité N-terminale n’étant pas
détectée malgré différents essais de protéases, semblant indiquer que ce fragment n'arrive
pas a voler dans le spectromeétre, bien que sa nature ne soit pas entierement hydrophobe. La
structure cristallographique d’OprM, résolue dans le groupe d’espace P21212; a 2,4 A de
résolution montrait uniqguement le début de I'extrémité N-terminale. Une nouvelle structure
cristallographique d’OprM a été résolue dans un groupe d’espace différent (C2). Ce groupe
d’espace présente un empilement plus serré au niveau d'un des monomeéres, qui contribue a
stabiliser son extrémité N-terminale. Cette nouvelle structure montre un mono-acyl, soit un
palmitate. Ce groupement présente deux orientations au sein du cristal et I'interaction des
palmitates de deux triméres en « téte-béche » contribue a stabiliser I'extrémité N-terminale

au sein du cristal (Fig. 90).
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RESULTATS ET DISCUSSION Chapitre 3

Afin de déterminer le role de cette ancre lipidique dans I'adressage a la membrane et
dans le fonctionnement du canal, nous avons réalisé des tests de sensibilité aux
antibiotiques par complémentation in vivo, a I'aide de souches de P. aeruginosa délétées du
géne codant pour OprM et transformées a I'aide de vecteurs portant la forme sauvage du
canal OprM ou la forme OprM (C18) mutée au niveau de la cystéine N-terminale. Les

mutants testés ne permettent pas de restaurer la résistance.

Figure 90: Empilement cristallin d’OprM dans le groupe d’espace C2. Les vues élargies montrent les
interactions entre le palmitate des monomeres A (A), et les interactions entre le B et le C (B). (Adapté de
Monlezun & al, 2015, Frontiers in Microbiology).
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Véronique Y. N. Enguéné’, Martin Picard’ and Isabelle Broutin'*
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Among the different mechanisms used by bacteria to resist antibiotics, active efflux plays
a major role. In Gram-negative bacteria, active efflux is carried out by tripartite efflux
pumps that form a macromolecular assembly spanning both membranes of the cellular
wall. At the outer membrane level, a well-conserved outer membrane factor (OMF)
protein acts as an exit duct, but its sequence varies greatly among different species. The
OMFs share a similar tri-dimensional structure that includes a beta-barrel pore domain
that stabilizes the channel within the membrane. In addition, OMFs are often subjected
to different N-terminal post-translational modifications (PTMs), such as an acylation with
a lipid. The role of additional N-terminal anchors is all the more intriguing since it is
not always required among the OMFs family. Understanding this optional PTM could
open new research lines in the field of antibiotics resistance. In Escherichia coli, it has
been shown that CusC is modified with a tri-acylated lipid, whereas TolC does not show
any modification. In the case of OprM from Pseudomonas aeruginosa, the N-terminal
modification remains a matter of debate, therefore, we used several approaches to
investigate this issue. As definitive evidence, we present a new X-ray structure at 3.8
A resolution that was solved in a new space group, making it possible to model the
N-terminal residue as a palmitoylated cysteine.

Keywords: multidrug resistance, efflux pump, membrane protein, post-translational modification, lipoyl, X-ray
structure

Introduction

After several decades of continuous antibiotic therapy success, we are now facing the appearance
of multi-drug resistant strains and the near absence of new antibiotic family development for
more than 10 years (Fischbach and Walsh, 2009; Hede, 2014). These facts highlight the need for
new anti-infection strategies (Walsh, 2003; Olivares et al., 2013), although a promising compound
isolated from natural soil bacteria that is able to kill Gram-positive pathogens, was recently reported
(Ling et al., 2015). Among the most virulent nosocomial pathogens are Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococci, and Acinetobacter baumannii (Poole, 2004;
Lister et al., 2009; Bereket et al., 2012; Bayram et al., 2013). These strains have developed several
resistance strategies including active efflux pumps (Cattoir, 2004; Li and Nikaido, 2009; Nikaido,
2009; Nikaido and Pages, 2012). In Gram-negative bacteria efflux pumps are multimers of three

Abbreviations: 880G, beta-octyl glucopyranoside; DDM, dodecyl maltoside; MexAp, MexA palmitylated; MexAnp, MexA
non palmitylated; PTM, posttranslational modification.
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different proteins that form a long transmembrane scaffold
linking the cytoplasm to the outside of the cell (Nikaido and
Pages, 2012). These tripartite assemblies are composed of an
inner membrane protein from the RND (Resistance Nodulation
cell Division) family, which corresponds to the pumping motor
that uses the proton-gradient as an energy source; an outer
membrane channel from the OMF (Outer Membrane Factor)
family; and a periplasmic protein from the MFP (membrane
fusion protein) family, anchored to the inner membrane and
connecting the other two proteins. In P. aeruginosa, up to 12
different pumps have been sequenced (Yen et al., 2002), including
OprMome-MexAppp-MexBrnp which is one of the most studied
pumps because of its constitutive expression whereas the others
appear under antibiotic pressure (Li and Poole, 2001; Nakajima
etal., 2002; Schweizer, 2003). This study will focus on the versatile
membrane channel OprM, which has the ability to work with
at least four different pumps, including OprM-MexAB, OprM-
MexXY (Aires et al., 1999; Morita et al., 2012), OprM-MexJK
(Chuanchuen et al., 2002), and OprM-MexMN (Mima et al,
2005).

The X-ray structure of OprM was solved in two different space
groups showing its trimeric nature [Protein Data Bank (PDB)
code: IWP1 (Akama et al., 2004); 3D5K (Phan et al., 2010)].
The architecture of OprM is composed of a beta-barrel domain
that is ~40 A in height spanning the outer membrane and a
periplasmic alpha-helical domain that is ~100 A in length and
bears a central buoy. Most of the structure has been determined
with the exception of the eleven C-terminal amino acids, which
are not visible in the electronic density maps of both structures.
In addition, the structure of the post-translational modification
(PTM) that covalently links the Cys-terminal residue to a lipoyl
has never been properly characterized at any resolution, despite
palmitoylation being suggested some time ago (Nakajima et al.,
2000). This lipoyl modification is not commonly shared among
OMEF family members. For instance, the E. coli homolog TolC
(PDB code: 1EK9, Koronakis et al., 2000), has an N-terminus that
is 44 residues shorter and does not begin with a cysteine. Other
OMFs with known structures, such as VceC from Vibrio cholerae
(PDB code: 1YC9, Federici et al., 2005), CusC of the metal effluent
pump from E. coli (3PIK, Kulathila et al., 2011; 4K7R, Lei et al.,
2014a) and CmeC from E. coli (4MT4, Su et al, 2014) begin
with residues Cys-Ser (Figure 1; Supplementary Figure S1) like
OprM. The OMEF protein with the most recently solved structure,
MtrE (4MTO, Lei et al., 2014b) from Neisseria gonorrhoeae, begins
with Cys-Thr. The structure of CusC indicates the presence of
a di-acylated thiol on the N-terminal cysteine, with or without
a supplementary acyl chain on the N-terminal amine (tri-
acylation), depending on the protomer. As the CusC sequence
is highly similar to OprM, it has been suggested that the latter
may be modified in a similar manner, rather than with only one
palmitoyl chain attached by a thio-acyl bound to the N-terminal
Cys as previously described (Kulathila et al., 2011). Di-acylation
is also found in CmeC, but nothing has been found to be added
to the N-terminal cysteine of the MtrE structure. In the VceC
structure, the protein sequence was cloned without the first 12
amino acids, therefore, the N-terminal cysteine was not present.
In the OprM structure solved in the R32 space group (Akama

etal., 2004), the three monomers were found to be identical by the
threefold crystallographic symmetry axis, and despite a resolution
of 2.6 A there was no evidence of lipidation to the thiol or amine
of the N-terminal cysteine. The same observation applies to the
OprM structure solved at 2.4 A of resolution (Phan et al., 2010)
in which the P2;2;2; space group does not stabilize sufficiently
the N-terminal modified cysteine.

Consequently, the N-terminal modification of OMFs remains
an open question. Post-translational lipidation is particularly
essential for the secretion and localization of some membranous
proteins, a process involving different biological modifiers such
as palmitoyl acyl transferases (Aicart-Ramos et al., 2011),
palmitoyl thioesterases, lipoprotein diacylglyceryl transferase or
lipoprotein N-acyl transferase (Linder and Deschenes, 2007;
Kovacs-Simon et al., 2011; Nakayama et al., 2012). These
modifying enzymes could potentially lead to new therapeutic
targets. In addition, it is not known why some OMF proteins
need to undergo PTM in addition to their trans-membrane beta-
barrel insertion, or what is the nature of this modification. We
asked this question using OprM from P. aeruginosa with specific
N-terminal chemical probes to investigate whether it is actually
palmitoylated via a thio-acyl or subjected to other PTMs, and
resolved a new OprM structure in a new crystallographic space

group.

Materials and Methods

Expression and Purification of OprM, MexAp,

and MexAnp

The three proteins were produced following the protocol
described by Phan et al. (2010) and Ferrandez et al. (2012)
with some modifications. The protein genes were inserted into
the pBAD33-GFPuv plasmid with a C-terminal 6-histidines tag
and the N-terminus extremity being dedicated to the signal
peptide. For the non-palmitoylated form of MexA (MexAnp),
the signal peptide was deleted from the construct, resulting in
a non-membranous protein bearing a free N-terminal cysteine.
Wt MexA has the same amino acid sequence as MexAnp, but its
starting cysteine is palmitoylated after maturation (MexAp).

The plasmids were transformed into the C43-DE3 E. coli strain
(Miroux and Walker, 1996). For each protein 6 L of cultures
were grown; they were begun at ODgpp = 0.05 from dilution
of an overnight pre-culture at 37°C in LB medium containing
25 pg/ml chloramphenicol, and were then grown at 30°C. Cells
were induced at ODgp = 0.6-0.8 by the addition of 0.02% L-
arabinose and grown for 2 h before centrifugation for 20 min
at 9,000 g. The cell pellet was resuspended in 45 ml of buffer
containing 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 5 mM MgCl,, 1 nl/ml
cocktail of anti-protease inhibitors set III (Calbiochem) and 50
units of benzonase (Promega).

Cells were broken using a French pressure cell at 69 MPa and
then centrifuged twice for 30 min at 8,500 g to remove inclusion
bodies and unbroken cells. As for OprM, the supernatant was
applied to a sucrose step gradient (0.5 and 1.5 M) and then
centrifuged for 3 h at 200,000 g at 4°C for membrane separation.
The pellet, corresponding to the outer membrane fraction, was
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FIGURE 1 | Sequence alignment of the six outer membrane factor (OMF)
proteins with known structures. Only the N- and C-terminal portions of the
alignment (extract from Supplementary Figure S1) corresponding to the most
divergent 3D structure regions of these OMF proteins are shown. The

numbering corresponds to the OprM sequence after cleavage of the targeting
signal presented in grey letters. The secondary structure of OprM is indicated at
the top of the aligned sequences. The red brackets indicate the beginning and
end of each protein resolved PDB structure.

re-suspended in a solution containing 20 mM Tris-HCI (pH 8.0),
10% glycerol (v/v) and 2% BOG (w/v) (Anatrace) and then stirred
overnight at 23°C. The solubilized membrane proteins were
recovered by centrifugation for 30 min at 50,000 g. For MexAp,
the lysis supernatant was directly centrifuged at 100,000 g for 1 h
at 4°C, and the pellet was resuspended in a solution containing
20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10% glycerol (v/v), 2% BOG (w/v)
(Anatrace) 0.2% N-lauryl sarkosyl, and 15 mM imidazole, then
stirred overnight at 23°C. The solubilized membrane proteins
were recovered by centrifugation at 4°C for 1 h at 100,000 g.
For MexAnp, because it is produced directly in the cytoplasm,
there is no need for a detergent solubilization step. After lysis and
centrifugation, 15 mM imidazole was added to the supernatant
before loading onto the column. For the three proteins, the same
protocol was then used. The proteins were loaded onto a Ni-
NTA resin column pre-equilibrated with 20 mM Tris-HCI (pH
8.0), 200 mM NaCl, 10% glycerol (v/v), 15 mM imidazole for
MexAnp, the same buffer plus 0.9% BOG (w/v) for OprM, and
the addition of 0.2% N-lauryl sarkosyl for MexAp. After washing
of the column, the proteins were eluted in the same respective
buffers containing 300 mM imidazole, and then desalted using a
PD-10 desalting column (GE) to remove the imidazole. MexAp
and MexAnp were concentrated up to 2.5 mg/ml. OprM was
concentrated up to 8 mg/ml using the 30-kDa cutoff Amicon
system (Millipore).

Labeling of the N-Terminal Amine

The fluorescent compound 4-chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-
Cl) is a fluorogenic reagent that reacts with protein N-terminal
amines but not with lysines in the conditions used as their
respective pKa largely differ (Ghosh and Whitehouse, 1968;
Bernal-Perez et al., 2012). A NBD-Cl stock solution was prepared
in DMSO (dimethylsulfoxide) and 6 uM of OprM in 50 mM

Hepes buffer (pH 7.5) and 0.05% DDM (w/v) containing 1 mM
EDTA was mixed with 0.5 mM of NBD-CI at 4°C. After 6 h
the reaction was stopped by adding SDS-PAGE loading buffer
[60 mM Tris-HCI (pH 6.8), 25% glycerol (v/v), 2% SDS (w/v),
0.1% bromophenol blue (w/v)] and the solution was deposited
on an SDS gel together with unmarked OprM protein. The gel
was analyzed for fluorescence using a UV transilluminator at an
emission wavelength of 504 nm. A clear band was visualized for
the labeled OprM.

Labeling of the N-Terminal Cysteine Sulfur

The fluorescent compound MTS-EMCA [N-(2-
Methanethiosulfonylethyl)-7-  methoxycoumarin-4-acetamide,
Toronto Research, Chemicals Inc.] is a sulthydryl active reagent
that covalently attaches to the reduced cysteine via a disulfide
bond. 25 mM proteins (MexAp, MexAnp, and OprM) were
incubated for 2 h with 2 mM MTS-EMCA in 10 mM HEPES
pH 7.5, 150 mM NaCl, BOG 1% (w/v), at room temperature
away from light. Reactions were stopped by adding an equivalent
volume of SDS-PAGE loading buffer. After electrophoresis, gels
were visualized with a UV transilluminator at 312 nm before
coomassie blue staining. MTS-EMCA fluorescence appeared for
the labeled proteins.

Crystallization and Data Collection

OprM crystals were grown by vapor diffusion using the hanging
drop method. Two different crystal forms were obtained, both
leading to the recording of a diffraction dataset after 100s of
crystal tests on the different beam lines of both SOLEIL and
ESREF synchrotrons. One crystal was obtained in a 1 M sodium
citrate (pH 5-6) precipitation solution and was found to belong
to the P2;2,2; space group. The structure in this space group
has been previously published (Phan et al.,, 2010). The second
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crystal was obtained in 100 mM sodium acetate (pH 4.5),
6% PEG 20 000 (w/v), 300 mM ammonium citrate, 25-30%
glycerol (v/v), and 0.9% BOG (w/v). These rhombohedral crystals
(100 pm x 100 pm x 30 wm) belong to the C2 space group and
diffracted to 3.8 A resolution. A complete dataset was collected on
beamline ID29 (ESRE, Grenoble) with an exposure time of 10 s
per degree of oscillation. Owing to its low resolution, this data
set has been kept for a long time without solving the structure,
but the recent question of the N-terminal modification nature
prompted us to ultimately solve the OprM structure in the C2
space group.

Data processing, Model Building, and
Refinement

Reflections were integrated, scaled and reduced using the
programs XDS (Kabsch, 1993) and TRUNCATE from the
CCP4 suite (1994). Data collection statistics are summarized in
Table 1.

We have solved the C2 structure of OprM by molecular
replacement with PHASER (McCoy et al., 2007) in automatic
mode using our previously solved structure (PDB code 3D5K,
Phan et al., 2010) as a model. Refinements were conducted using
Phenix (Adams et al., 2002) and the protein was rebuilt with
COOT (Emsley and Cowtan, 2004). The Bfactors were refined

TABLE 1 | Crystallographic data and refinement statistics.

Data collection

Beamline ESRF ID29
X-ray wavelength (A) 1.0052
Crystal — detector distance (mm) 400
Space group c2

Cell dimensions

a, b, cA 152.6, 87.9, 355.9
a, B, v(°) 90, 98.9, 90
Matthews coefficient (A3/Da) 3.80
Solvent content (%) 67.7
Resolution (A)2 87.9 — 3.8 (3.9-3.9)
Number of reflections 131 301
Number of unique reflections 40 566 (3571)
Rmerge (%)2-P 12.2(31.2)
Completeness (%)? 87.7 (77.9)
Redundancy? 3.2(3.3
I/sigma® 8.5 (3.9)
Refinement
Ruwork/Riree (%)%9 29.7/34.6
Number of residues 2741
Number of solvent molecules 0
Rmsd from ideal values

Bonds (A) 0.010

Angles (°) 1.400
Mean B-factor (A)2 94.2

2Values in brackets correspond to the highest resolution shell.

mee,ge = X Zjlih)i — <Ih)>/ZxZ; <l(h)> where I(h) is the observed intensity.

cRWork = Shui | | Fobsl - |Fca/c| |/Shk/ | Fobsl .

9Ryee was calculated for 7% of reflections randomly excluded from the refinement.

by groups. These groups were determined after a refinement
step using the two Bfactors per residues option, but the resulting
structure was not kept for the continuation. The TLS option was
not used.

The last 19 C-terminal residues could not be assigned,
probably due to the large flexibility of this region. The validity
of our model was checked using MolProbity (Davis et al., 2007)
and the polygon tool (Urzhumtseva et al., 2009) from Phenix (see
Supplementary Figure S3). The OprM structure model of the C2
crystal was deposited in the PDB (4Y1K).

Figures were created with Pymol (DeLano, 2002).

Sequence Alignment

Sequence alignment of the different OMF proteins whose
structures were deposited in the PDB was performed using the
program MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log-
Expectation)'. The alignment was submitted to ESPript 3.0
(Robert and Gouet, 2014) for customization.

Results

Chemical Analysis of the Lipoyl Position

Among the different PTMs that can occur on an N-terminal
cysteine (Chalker et al, 2009) N- or S-palmitoylation or
acetylation are readily observed (Resh, 1999; Tooley and Schaner
Tooley, 2014). As these different modifications are regulated
by specific transferases, it is important to characterize the
exact nature of OprM PTM. Thus, two questions needed to
be clarified: what is the chemical nature of the modification,
and which group of the amino acid is modified? To address
these two questions, two different types of chemical labeling
were performed on purified OprM. To analyze the occupancy
of the N-terminal amine, this protein was labeled with the
fluorogenic molecule 4-chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-CI) at
neutral pH. This molecule has been proven to be a specific probe
for the N-terminal amine only (Bernal-Perez et al., 2012). After
incubation with NBD-Cl, the protein was analyzed on an SDS
gel, revealing a bright fluorescent band when exposed at 475 nm
(Figure 2A), thus showing that the N-terminal amine of OprM is
actually accessible.

Following the same approach, a different probe was used to
verify the occupancy of the sulfhydryl group of the cysteine. The
fluorescent compound MTS-EMCA, which specifically links to
this group, was used to label OprM. As a control we also analyzed
MexAp (wt palmitylated MexA), MexAnp (a mutated form of
MexA lacking the signal peptide and bearing a free N-terminal
cysteine) and MexAnp in the presence of DTT to reverse thiol
acylation. After migration on an SDS gel, UV exposure of the gel
at 312 nm (Figure 2B, lower panel) revealed a bright band for
MexAnp and a faint band for MexAnp with DTT but no signal
for OprM, demonstrating that the N-terminal cysteine of OprM
is occupied on its thiol by lipoyl modification. Therefore, it can
be concluded that the lipoyl modification is anchored exclusively
to the sulthydryl group of OprM.

'http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
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FIGURE 2 | Chemical analysis of the N-terminal cysteine of OprM.

(A) SDS-PAGE of the NBD-CI (4-Chloro-7-nitrobenzofurazan)-labeled protein:
non-boiled OprM incubated with (+) or without (—) 0.5 mM NBD-CI. Note
that most of the non-boiled OprM remained as a trimer. (B) SDS-PAGE of
MTS-EMCA  [N-(2-Methanethiosulfonylethyl)-7-methoxycoumarin-4-
acetamide]-labeled proteins: MexAnp with a free N-terminal cysteine (lane 1),
MexAnp plus 5mM DTT (lane 2), MexAp with a palmitoylated N-terminal

cysteine (lane 3), and boiled OprM (lane 4). A coomassie blue coloration
shows all of the purified proteins. Fluorescence visualization of NBD-CI

(A = 475 nm) that shows that the N-terminal amine of OprM is available

(A) whereas visualization of MTS-EMCA (A = 312 nm) shows that the
N-terminal thiol of OprM is not available for labeling (B) and is thus occupied
by the palmitoyl moiety. Only MexAnp with a free N-terminal thiol is available
for MTS-EMCA labeling (B).

As a third approach, measuring the precise protein mass
has also been considered. Indeed, in our case, one needs
to distinguish between a palmitoyl (chemical composition
C16H320; resulting in a mass of 256 Da) and a tri- or di-acyl that
can adopt a variable length. As an example, in the CusC structure
can be found a tri-acyl composed of C19O5H33 (PDB code: 3PIK)
resulting in a mass of 341 Da, or a di-acyl (PDB code: 4K7R) of
chemical composition C1404H;5, resulting in a mass of 257 Da,
which is close to the mass of a palmitoyl. This result illustrates
how difficult it is to obtain an answer using this technique as
several combinations result in the same mass and it is necessary
to measure mass with a precision as high as one Dalton, which
is far to be routinely achieved to date with membrane proteins
of that size. Attempts to address this question in the proteolyzed
protein using the electrospray and MALDI techniques have been
unsuccessful because the N-terminus peptide was not detected
despite the use of different protease enzymes, and even thought
90% of the OprM sequence was covered by the analysis (data not
shown).

OprM Crystal Structure in the C2 Space Group
and Comparison with the Structure Solved in
P212424

As the question about the nature of the modification
remained unanswered, it has been envisaged to refine the
OprM crystallographic structure in a different space group,
as different crystal packing could stabilize the N-terminus
and eventually reveal the complete structure of the added
lipid. We previously solved the structure of OprM at 2.4 A
resolution in the P2;2;2; space group (Phan et al., 2010) but
this structure showed only the beginning of the N-terminal

lipoyl. We previously generated several OprM datasets
in the C2 space group, but they were set aside without
solving their structures owing to their lower resolution.
To investigate the lipoyl structure, we decided to solve the
structure of the best diffracting dataset limited to 3.8 A
resolution.

The here-solved structure comprises two trimers in the
asymmetric unit with the second trimer being poorly defined.
The crystal packing of our C2 OprM structure is slightly different
from the P2,2,2; structure (see Supplementary Figure S2) but
they share common type I crystal packing in which the homo-
trimer channels interact in a head-to-head manner through
the hydrophobic beta-barrel domains mimicking a lipid bilayer
plane. Despite its higher resolution (2.4 A), the crystal structure
of OprM in the P2;2,2; space group does not reveal the entire
palmitoyl moiety because all the three N-termini are oriented
toward the solvent and this results in high thermal motions.
For two monomers, the closest amino acid is located more than
10 A away from the expected palmitate main chain, and for
the third, only the cysteine portion is clearly constrained, but
this is not sufficient to build in the palmitoyl tail. In contrast,
when stabilized by a more packed environment around the
N-terminus, the entire fatty acid chain appears in the density map
of the C2 form where two different orientations are observed
(Figure 3). This is the sole, but crucial, advantage of this
structure, because the crystal packing of OprM is equivalent
to that previously published in the R32 space group (Akama
et al., 2004) with the exception that the three monomers are not
linked by crystallographic symmetries. Attempts were made to
highlight some eventual local differences between the monomers
even if at low resolution. Superposition of the six different
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cysteines (contour at 1 and 0.8 sigma, respectively).

FIGURE 3 | Palmitoyl modified N-terminal cysteine of OprM. Packing of the C2 crystal structure of OprM showing the interactions around the palmitate from
monomers A (A) and B and C (B). The red lines indicate an artificial membrane. Enlargements show the respective electron densities of the palmitoyl modified

monomers from the C2 asymmetric unit onto monomer A
demonstrates a mean Ca-atom RMSD of 0.2 A for monomers B
and C, and 0.58 A for monomers D, E, and F. These monomer
superposition values have to be compared to those obtained for
the two other structures of OprM in different space groups (a
mean RMSD of 0.50 A for 440 Co atoms in both cases) and
that of the other OMF solved structures (1.87 A for CmeC
for 377 Ca atoms, 1.28 A for CusC on 381 Ca atoms, 1.79
A for VceC on 347 Ca atoms, 1.32 A for MtrE on 383 Ca
atoms, and 2.47 A on 321 Ca atoms for the closest TolC
structure [PDB code: 2VDE (Bavro et al, 2008)]. Although
no striking differences among the alternative crystal structures
of OprM monomers were revealed, this analysis highlights
the highly conserved folding within the OMF family with the
most divergent being TolC in accordance with the sequence
alignment (Supplementary Figure S1). Thus it appears that the
only reason OprM would crystallize in either the R32 or C2
space groups is that the N-terminus lipoyl adopts a different
conformation within the three monomers. To understand the
different orientations of the palmitoyl, we compared their
respective environments (Figure 4). For the three N-termini, the
main chain is stabilized by hydrogen bonds with R133 and the
carboxyl group of L128. In each case, the palmitoyl tail then
turns around two hydrophobic residues, L128 and F129. The
palmitoyl from the B monomer (subsequently called Palm-B)
is located near the Palm-C of a symmetrical molecule but not
close enough to form van der Waals contact because the distance
between them is greater than 7 A. Interestingly, Palm-A instead
makes short van der Waals contacts with its own symmetric
structure, justifying the quality of the electron density map for
this region (see Figure 3) even at low resolution. The quality
of the electron density for this particular monomer makes us
confident about the exact nature of the fatty acid modification
of OprM. As a final control the N-terminal PTMs that were
generated in other OMF protein structures, namely CusC and

CmeC (Figure 4E) were superimposed on our structure and
these demonstrate a longer acyl chain for OprM, supporting its
palmitoyl nature.

Discussion

Post-translational modifications (PTMs) play an important role
in cell life as they govern most signaling events. Among the
different PTMs, lipidation ranks as the second most common
modification after phosphorylation®> (dbPTM - database of
protein PTMs; Beltrao et al., 2013), anchoring proteins to
the membrane and stabilizing their interactions with the lipid
bilayer.

It is not well understood why proteins that are embedded
within cellular membranes via a large hydrophobic structural
domain need supplementary PTMs such as the N-terminal
lipidation of OMF proteins. Akama et al. (2004) suggested
that these proteins first have to be anchored to the membrane
by an N-terminal lipid so that the insertion of their large
hydrophobic domain may be triggered. This later step is
critical for the correct folding of OMFs. This hypothesis
has been reinforced by structural determination of two CusC
mutants for which the signal peptide has been conserved but
the first cysteine residue after processing is replaced with
a serine (C1S-CusC) or is deleted (ACI-CusC), (Lei et al,
2014a). The structures result in a random folding of the beta-
barrel domain of both mutants together with inappropriate
opening of the periplasmic helices. These structures support the
essential role of OMF N-terminal lipidation in the membrane
insertion mechanism; moreover, they also highlight the possible
involvement of membrane-interacting components in the OMF
opening process and consequently the efflux-pump function.

Zhttp://dbptm.mbc.nctu.edu.tw
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FIGURE 4 | Environment comparison between palmitates from the three
different monomers in the C2 space group. (A-C) neighboring of the
palmitates A, B, and C, respectively. (D) Superposition of the three monomers
showing different orientations of the palmitate. (E) The lipoyl modifications of the
CmeC structure (4MT4 in violet) and the two CusC structures (3PIK in light pink,
4K7R in magenta) are superposed on the palmitate from monomer A for length

comparison. Monomer A is shown in green, monomer B is shown in orange,
monomer C is shown in gray. The ABC trimer from the asymmetric unit together
with the closest monomer from packing is represented in each view. The
residues in contact with the palmitates are represented as sticks, and the
closest contacts are indicated by dotted lines in black for van der Waals and
blue for hydrogen bonds.

In addition to this function, other functions have been
attributed to lipid PTMs. It has been shown that the size
of the hydrophobic regions of membrane proteins does not
necessarily match the thickness of the cellular membrane (Mitra
et al., 2004). Additional hydrophobic elements could then
help membrane proteins to fit into membranes of variable
thickness, which would explain why some proteins require
the addition of 16 carbons, whereas others require only
fourteen, depending on the transmembrane domain shape and
size.

Regarding OprM, several constructs were previously designed
for N-terminal labeling, membrane targeting and antibiotic
response experiments (Nakajima et al., 2000) and demonstrated
that only when residue 18 is a cysteine is the protein labeled
by radioactive palmitate and targeted to the outer membrane.
Nevertheless, the three tested OprM mutants (C18G, C18E
C18W) were functional, although none were properly targeted to
the outer membrane.

Concerning MexA, the MFP component from the OprM-
MexAB efflux pump that is also palmitylated at its N-terminus
and attached to the inner membrane, when this PTM is missing
MexA becomes unable to interact with OprM as highlighted by
in vitro blue native gel experiments (Ferrandez et al., 2012).

All of these data highlight interest in the study of
these lipoproteins and the protein partners involved in their
modification. To gain insight into these lipoproteins, it seemed
important to identify which modification occurs on OprM. To
that end, we analyzed the chemical accessibility of the N-terminal
cysteine thiol and amine using different fluorescent probes, which
revealed that only the thiol was occupied. In addition, the nature
of the attached lipoyl was proven to be a palmitoyl by our
determination of the structure of OprM in a new space group that
trapped the lipoyl chain at the interface of one monomer with its
own symmetric structure.

We now know the nature of OprM N-terminal PTM, and that
other OMFs such as CusC and CmeC from different bacterial
strains, have similar but different N-terminal modifications.
Nevertheless, if anchorage was important for the function of
this class of proteins, why would the analog TolC not undergo
PTMs? The sequences of OprM and TolC were submitted to the
prediction of palmitoylation site’, which confirmed that C18 was
a palmitoylation target in OprM and that there was no such site
in the TolC sequence. When comparing the structure of TolC
with that of OprM, CusC, and CmeC (Figure 5), it appears

3http://csspalm.biocuckoo.org/
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FIGURE 5 | Cartoon representation of the C2 OprM structure with the
superposition of the N- and C-terminal regions of OprM, TolC and
CmeC. The OprM trimer is shown in light blue, gray, and brown. The
N-terminal region of OprM is shown in cyan, and its C-terminus is dark blue.
The N- and C-termini of TolC are magenta and violet, respectively. Only the
C-terminus of CmeC is presented (green) as the N-terminus is similar to that
of OprM. The distance between the C-terminal residue present in the TolC

structure and the closest N-terminal cysteine from a monomer in the OprM
trimer is indicated (red). For comparison, a schematic drawing of the
peptidoglycan (PG) has been added at scale for both Pseudomonas
aeruginosa and Escherichia coli (dimension data are from Matias et al.,
2003). Two close-up views of the buoy region with only one OprM monomer
are presented for clarity. They correspond to the highlighting of the
superposition of the N- and C-termini, respectively.

that only TolC is different at the N-terminus. In particular,
TolC is 44 residues shorter in sequence than OprM (Figure 1;
Supplementary Figure S1), meaning that the TolC structure starts
at the buoy level. Nevertheless, it should be noted that although it
possesses a shortened N-terminus, TolC has a longer C-terminal
tail (Figure 1; Supplementary Figure S1), which is not present in
its solved structure. Even without knowing anything about the
role of this long C-terminal region, it can be hypothesized that it
could lead to an additional interaction with the membrane. This
hypothesis is supported by the fact that the C-terminal structure
of CmeC (an OMF protein with the longest C-terminal sequence
of those known) is oriented toward the outer membrane, and the
C-terminal alpha-helix of TolC is structurally equivalent to the
N-terminal alpha-helix of the other OMFs according to structure
superposition (Figure 5). In addition, the distance between the
last visible C-terminal amino acid of the TolC structure and
the membrane proximal N-terminus of the superposed OprM
monomer is approximately 60 A, a distance that could be covered

by a 42 residue-long helix, which corresponds to the number of
residues missing at the C-terminus of the TolC construct.

The fact that TolC can be properly inserted in the membrane
despite its particularity, the absence of lipid anchor, can be
due to the differences in the peptidoglycan (PG) structure
between Gram-negative bacteria. The NMR structure of a 2 kDa
synthetic fragment composed of NAG-NAM (pentapeptides;
Meroueh et al., 2006) allowed to visualized TolC as completely
embedded in the PG, its periplasmic alpha-helical domain just
flushing the limit of the PG. Measurements of the cell wall
dimensions of both E. coli and P. aeruginosa were performed
by cryo-transmission electron microscopy (Matias et al., 2003),
revealing large size differences between the different cell wall
constituents, particularly the PG. The empty space between
the PG and the outer-membrane d(PG-OM), and the total
thickness, PG + d(PG-OM), were estimated to be 53 & 9 and
61 £ 9 A for d(PG-OM), and 117 & 14 and 85 + 14 A
for PG + d(PG-OM) in E. coli and P. aeruginosa, respectively
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(see Figure 5). Consequently, TolC is more likely to be tightly
embedded in the membrane barrier than OprM. Nevertheless, no
published experiments can support these hypotheses to date.

Conclusion

In this study, we have shown that OprM is palmitylated at its
N-terminal cysteine by thio-palmitoylation. It is now necessary to
search for the different proteins involved in this acylation, lipid-
transferases, and signal peptidases. These lipoprotein modifiers
could represent new interesting targets for the fight against
antibiotic resistance.
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Figure S1. Sequence alignment of the six OMF proteins of known structure
Numbering corresponds to the OprM sequence after cleavage of the addressing signal
The secondary structure of OprM is indicated on the top of the aligned sequences

For each protein the sequence of the signal peptide is in grey






Figure S2. Comparison of the two OprM packings: C2 (A) and P2,2,2; (B).
The unit cell is colored in red and the cell parameters are indicated.



Figure S3. Quality assessment of the OprM structure refinement in the C2 space group by the polygon
evaluation from Phenix



RESULTATS ET DISCUSSION Chapitre 3

2. Mécanisme d’ouverture des OMF : caractérisation structurale d’un mutant

du canal OprM ouvert dans un état intermédiaire

Comme décrit précédemment, le canal OMF des pompes d’efflux tripartites est fermé
au niveau de son extrémité périplasmique par un jeu de liaisons hydrogenes et de ponts

salins. L'efflux de molécules a travers ce canal nécessite donc son ouverture.

Plusieurs structures du canal OprM ont été résolues dans différents groupes
d’espace : en R32 a 2,56 A de résolution (code PDB 1WP1), en P21212; a 2,4 A de résolution
(code PDB 3D5K) et en C2 a 3,8 A de résolution (code PDB 4Y1K) (Akama & al, 2004 ; Phan &
al, 2010 ; Monlezun & al, 2015). Malgré le fait qu'elles appartiennent a des groupes d'espace
différents, toutes ces structures ont cependant été résolues en conformation fermée. Cette
conformation semble donc étre la plus stable en I'absence des partenaires, d’autant plus
gu’elle permet de préserver la bactérie de I'entrée d’antibiotiques ou d’agents
thérapeutiques. L’analyse par modes normaux réalisée a partir de la structure de plus haute
résolution (2,4 A) a permis d’identifier les résidus majoritairement impliqués dans la
stabilisation de la forme fermée, formant des ponts salins R403-D409 et D416-R419 ou des
liaisons hydrogenes D205-Y404 (Fig. 91). Parmi ces résidus, certains ont été mutés soit seuls,
soit simultanément, afin de casser ces interactions. Le phénotype de résistance de ces
mutants a été déterminé par des mesures de CMI par complémentation in vivo. Ces résultats

seront présentés dans le paragraphe 3.

Afin de pouvoir corréler nos observations fonctionnelles a des modifications
structurales, deux de ces mutants d'ouverture ont été clonés dans E. coli pour en déterminer
la structure, le mutant D416-R419A et le mutant R403L-Y404F-D416A-R419A, que nous
appellerons par la suite respectivement 2mut et 4mut par souci de simplicité. Nous
présentons ici la structure du mutant 4mut résolue par cristallographie aux rayons X, les
cristaux obtenus pour le 2mut n’ayant pas permis de collecter un jeu de données a haute

résolution.
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Figure 91 : Identification des résidus contrélant I’ouverture de la porine. Les résidus mutés sont marqués d’un
astérix.

2.1. Expression, purification et cristallisation des mutants du canal Oprm

2.1.1. Expression et purification

Les mutants du canal OprM sont surexprimés de facon recombinante chez E. coli a
partir de la souche C43AacrB. Les premiers tests d’expression se sont avérés infructueux a
cause de la présence d’une insertion dans la séquence du mutant 4mut, qui provoquait un
décalage du cadre de lecture et d’un tres faible rendement de production du mutant 2mut
(20 pg/litre de culture). Les conditions de purification ont par la suite été optimisées,
notamment en produisant les deux protéines (2mut et 4mut) dans du TB (Terrific Broth) a
partir de gros volumes (allant jusqu’a 15 L) car elles sont faiblement exprimées. Le TB est un
milieu enrichi tamponné qui permet de limiter I'acidification du milieu au cours de

I'expression des protéines. Il permet également une induction tardive, augmentant la
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biomasse. L’expression est induite a 18°C sur la nuit afin d’améliorer le rendement de

production.

Les protéines, fusionnées a une étiquette poly-histidine (6-His) ajoutée au niveau de
I'extrémité C-terminale, sont extraites des membranes externes d’E. coli, en présence de
DDM. Elles sont ensuite purifiées jusqu’a homogénéité par chromatographie en présence de
BOG avec un échange de détergent au cours de la chromatographie d’affinité sur colonne
nickel, car OprM ne cristallise pas en présence de DDM. Les protéines éluées sont alors
traitées par protéolyse ménagée a la trypsine, comme préambule a la cristallisation. Elles
sont ensuite repurifiées par chromatographie d’exclusion stérique sous la forme d’un pic
majoritaire correspondant a un homotrimeére d’environ 150 kDa (Fig. 92). Les échantillons
non chauffés et analysés sur gel (Fig. 93) montrent cependant que le trimére du mutant
4dmut est beaucoup moins stable que le trimére du mutant 2mut, car on observe la présence
d’une bande correspondant au monomere chez le mutant 4mut qui est absente chez le
mutant 2mut. Ce résultat suggere que le tonneau B n'est pas suffisant pour stabiliser le
trimére lorsque la protéine est extraite de la membrane externe et qu'un minimum de
liaisons hydrogénes dans |'extrémité périplasmique sont nécessaires pour le conserver. Les

rendements de culture sont de 200 pg/L dans les deux cas.
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OprM 2mut

OprM 4mut

Figure 92 : Profil d’élution des mutants d’OprM en chromatographie d’exclusion stérique. Les protéines sont
majoritairement éluées sous forme de trimére, a I'aide d’une colonne pré-calibrée. Les deux protéines (Oprm
2mut en bleu et OprM 4mut en rouge) présentent des volumes d’élution légerement différents (70, 68 mL pour
le 2mut et 71, 88 mL pour le 4mut). Le pic en sortie de colonne correspond probablement a la trypsine et a ses
produits de digestion suite a la protéolyse ménagée.

Figure 93 : Analyse des fractions d’OprM éluées aprés chromatographie d’exclusion stérique. Les échantillons
n’ont pas été chauffés, afin de préserver le trimére et la protéine OprM native, migrant sous forme trimérique,
sert de contréle de poids moléculaire. M : monomeére. T : trimére.
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2.1.2. Cristallisation

Les différents essais de cristallisation ont été réalisés a partir des protéines
protéolysées et concentrées a 5 mg/mL (2mut) et 6 mg/mL (4mut). Plusieurs pistes de
cristallisation sont obtenues au bout d’'une semaine a 18°C pour le mutant 4mut et au bout
d’un peu plus d’'un mois pour le mutant 2mut a partir de trois kits commerciaux [MemGold™

(MD1-39), MemGold2™ (MD1-63) et MemStart™/MemSys™ HT-96 (MD1-21 et MD1 -25)].

Environ 30 conditions ont permis d’obtenir des cristaux aprés screening pour le
mutant 4mut et 4 d’entre elles ont été optimisées manuellement. Ces conditions sont
résumées par le Tableau 14. 2 d’entre elles (1 et 2) ont permis d’obtenir de gros cristaux en
forme d’hexagone (Fig. 94) et ces cristaux ont permis de collecter plusieurs jeux de données
complets dont un a 2,84 A de résolution & partir d’'une condition contenant du sulfate de

sodium 60 mM, sulfate de lithium 50 mM, Tris 50 mM, pH 8.5, 30% (v/v) PEG 400, 0,9% BOG.

Conditions Solution de cristallisation Protéine
1 50 — 150 mM Sulfate d’ammonium, 100 mM HEPES, pH 7.5, 10— 16 %
(MemGold-1-7) PEG 4000 (w/v), 20 — 25 % Glycérol, 0,9 % BOG (w/v)
2 0 — 200 mM Sulfate de sodium, 0 — 200 mM Sulfate de Lithium, 50 mM
(MemGold -2 -11) Tris, pH 8.5, 30 — 40 % PEG 400 (v/v), 0,9 % BOG (w/v)
OprM - 4mut
3 50 — 200 mM Chlorure de Calcium, 100 mM Glycine, pH 9, 9 — 17 % PEG
(MemGold2 — 1 -39) 4000 (w/v), 0,9 % BOG (w/v)
4 100 — 300 mM Sulfate d’ammonium, 500 mM ADA, pH 6.5, 11 -17 %
(MemGold2 — 1 -40) PEG 4000 (w/v), 0,9 % BOG (w/v)
5 100 mM chlorure de sodium, 100 mM sulfate de lithium, 100 mM MES, OorM — 2mut
(MemSys — 10) pH 6.5, 30% PEG 400 (v/v), 0,9 % BOG (w/v) P

Tableau 14 : Récapitulatif des conditions de cristallisation des mutants d’OprM optimisées manuellement.
Les kits utilisés et les positions correspondant aux différentes conditions sont indiqués entre parentheéses. La
condition de cristallisation du mutant 2mut correspond a une piste obtenue aprés screening automatisé au
Mosquito. Le BOG provient du tampon de purification qui contient également du Tris 20 mM, pH 8, NaCl 150
mM, Glycérol 10 %.
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Figure 94 : Cristaux du mutant 4mut d’OprM obtenus au bout d’une semaine a 18°C (a 6 mg/mL apres
protéolyse ménagée a la trypsine) aprés optimisation manuelle a partir de la condition 2.

Des cristaux obtenus aprés screening pour le mutant 2mut, dans deux conditions
dont une contenant du chlorure de sodium 100 mM, sulfate de lithium 100 mM, MES 100
mM, pH 6.5, 30% (v/v) PEG 400, 0,9% BOG (w/v) (Fig. 95) ont permis de collecter un jeu de
données pour ce mutant. Ce jeu était cependant a une résolution trop basse pour étre
exploitable (16 A). Ces cristaux nécessiteront une optimisation plus poussée pour améliorer

leur pouvoir de diffraction car ce mutant semble moins bien cristalliser que le mutant 4mut.
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Figure 95 : Cristal du mutant 2mut d’OprM obtenus au bout d’un peu plus d’'un mois a 18°C (a 5 mg/mL aprés
protéolyse ménagée a la trypsine) aprés screening automatisé a I’aide du robot Mosquito.

2.2. Résolution de la structure cristallographique du mutant 4mut du canal OprM

Plusieurs jeux de données ont été enregistrés sur la ligne de lumiére PX1 au
synchrotron SOLEIL (Saclay), dont un jeu complet a une résolution de 2,84 A a partir de 1800
images collectées avec un pas d’oscillation de 0,1°, a une longueur d’onde de 0,97857 A. La
Figure 96 présente un cliché de diffraction obtenu pour ce jeu de données. L'indexation et
I'intégration de ce jeu a l'aide du programme iIMOSFLM ont permis de déterminer les
parameétres de maille d’OprM correspondant au groupe d’espace monoclinique C2, avec une

complétude de 99,6%. Le Tableau 15 résume les statistiques d’intégration.

La structure de plus haute résolution de la forme sauvage d’OprM (code PDB 3D5K),
dont les résidus d’intérét ont été mutés a I'aide du logiciel MacPymol, a servi de modeéle
pour |'étape de remplacement moléculaire réalisée a I'aide du programme PHASER. Cela a
permis de positionner deux triméres d'OprM-4mut dans ['unité asymétrique, comme pour la

structure de la forme native résolue dans le méme groupe d'espace C2 (code PDB 4Y1K).
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Figure 96 : Cliché de diffraction d’un cristal du mutant 4mut d’OprM diffractant 3 2,84 A de résolution. Les
taches sont peu intenses mais bien séparées.

Cependant, il a été nécessaire de positionner d'abord le premier trimére, puis de
rechercher le second dans un deuxiéme temps, le programme ayant du mal a positionner ce
dernier de par la trés grande symétrie du canal. En effet, il est tres facile de se tromper d'un
douzieme de tour le long de I'axe, amenant la structure a tourner d'une hélice du domaine a
a l'autre. La solution finale présente de trés bon facteurs de corrélation (RFZ = 4,4, TFZ =

18,9, LLGfinal = 10039).

Avant d'affiner la structure, le modele ainsi obtenu a été optimisé par une étape de
jelly body a I'aide du programme REFMAC. Cette procédure, basée sur du positionnement en
corps rigide, combiné a de la dynamique, a permis de tenir compte de |'éventuelle ouverture

des extrémités des hélices périplasmiques par rapport a la structure native.

Apres plusieurs cycles d'affinement, certaines régions de la carte de densité
électronique restaient moins bien définies, notamment au niveau de la région d’intérét
comportant les résidus mutés. Un cycle de recuit simulé a donc été réalisé afin d’éliminer les
biais liés au modele de départ. La carte de densité électronique a ainsi pu étre améliorée et a
permis d'ajouter également 7 molécules de BOG. Néanmoins, a cette résolution, ni les

molécules d’eau, ni le palmitate ou encore |'étiquette poly-histidine n’ont pu étre
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reconstruits. 20 873 atomes ont été affinés et la structure finale inclut 96% des résidus de

chaque trimeére. Les parameétres d’affinement sont résumés dans le Tableau 15.

Cette étude
Statistiques d’intégration

Longueur d’onde (A) 0.978
Distance cristal — détecteur (nm) 578.44
Groupe d’espace c121
baramatres de maille a, b, c(A) 150.37 ; 87.03 ; 352.621

a, B,y (°) 90; 98.16 ; 90
Coefficient de Matthews (A3/Da) 3.81
Pourcentage de solvant (%) 67.69
Résolution (A) 349.05 - 2.84 (2.92 — 2.84)
Nombre de réflections observées 322223
Nombre de réflections uniques 100 701
Rimerge (%) 9.9 (69.3)
Complétude (%) 99.6 (94)
Redondance 3.2(3.2)
/o) 5.9 (0.9)

Statistiques d’affinement

Contenu de I'unité asymétrique (kDa) 300
Rwork / Riree 25.19/31.07
Nombre d’atomes (protéine) 20873
Nombre d’ions 2
Nombre de ligands Détergent 7

Pour les liaisons (A) 0.020
Déviation r.m.s

Pour les angles (°) 2.165
Facteur de température (B) moyen (A2) 89.208

Zones favorables (%) 90.32
E;an%;ir:an;Zii Zones permises (%) 6.7

Zones défavorables (%) 2.98

Tableau 15 : Statistiques d’intégration et d’affinement de la structure du mutant ouvert, 4mut d’OprM. Les
données indiquées entre parentheéses correspondent a la couche de plus haute résolution.

L'ensemble de la structure présente un facteur de température plus élevé que
I'estimation réalisée par le programme truncate sur la base de I'analyse du Wilson plot (89 A2
contre 54,8 A2), ce qui est classique pour des structures résolues a basse résolution. L’un des

deux trimeéres présente néanmoins un facteur de température plus élevé que le premier
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(116,19 A2 contre 64,45 A?), indiquant une plus grande agitation, ce qui pourrait expliquer la
difficulté observée lors du remplacement moléculaire. La géométrie de la structure finale a
été vérifiée et validée a I'aide des modules de validation du programme COOT et du

programme de validation de structure en ligne MolProbity.

2.3. Analyse structurale

La structure cristallographique du 4mut dans lequel quatre résidus avaient été mutés
afin de provoquer I'ouverture du canal (R403L-Y404F-D416A-R419A), a été résolue a 2,84 A
de résolution avec deux trimeres au sein de I'unité asymétrique. Les résidus de substitution
ne présentent ni charge opposée ni encombrement stérique (Leu, Phe, Ala) et les
interactions intramonomériques entre les résidus D205 et Y404, D409 et R403 et

intermonomeérique entre les résidus D416 et R419 sont donc rompues.

2.3.1. Réarrangement structural des hélices du domaine coiled-coil

La superposition de la structure du mutant 4mut a celle du canal en conformation
fermée (code PDB 3DK5) montre un réarrangement des hélices périplasmiques avec un léger
élargissement du pore. On observe un relachement de la contrainte de torsion des hélices et
un réalignement de celles-ci, avec un mouvement de rotation antihoraire (Fig. 97). Ce
mécanisme dit « iris-like » (car il mime I'ouverture d’un objectif d'appareil photographique)
a été précédemment décrit pour TolC pour lequel des mutants ouverts ont été caractérisés
et pour MtrE dont la structure a été résolue en conformation ouverte (Andersen & al, 2002 ;

Bavro & al, 2008 ; Pei & al, 2011 ; Lei et al., 2014).

L'ouverture semble étre initiée par les hélices externes H3 et H7 de chaque
monomere, qui présentent un déplacement plus important et dont la réorientation semble
nécessaire pour créer I'espace permettant la réorientation des hélices internes H4 et HS.

L'hélice H7 semble étre le point de départ de ce réarrangement car les mutations Y404F et
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R403L entrainent respectivement la perte de la liaison hydrogéne avec le résidu D205 de

I’"hélice H4 et la rupture du pont salin avec le résidu D409, ce qui provoque la réorientation

de I'hélice. Cette réorientation affecte I’hélice H8 qui est entrainée dans le déplacement de

I’"hélice H7 a laquelle elle est liée et crée I'espace nécessaire a sa nouvelle conformation.

OprM WT
OprM 4mut

*
®agaus?®

R403 .
s Y404
H3 : :
. H7 .  Ra19
R403L Y404F
H8
H7 R419A
D416A
H7 H8

Figure 97 : Superposition des structures du canal en conformation fermée (OprM WT, en gris) et du mutant
4mut (OprM 4mut, en bleu) montrant les réarrangements structuraux autour des résidus mutés. Les résidus

mutés sont représentés en jaune chez OprM WT et en cyan chez OprM 4mut. Le panneau inférieur montre les

réarrangements structuraux des quatre résidus mutés au sein des structures superposées d’OprM WT (en gris)

et des deux triméres de I'unité asymétrique d’OprM 4mut (en bleu et en rose). Les résidus sont représentés en

jaune pour OprM WT et en rouge et cyan pour les deux trimeres d’OprM 4mut.
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Cependant, malgré les mutations des résidus D416 et R419, qui provoquent la
rupture des ponts salins intermonomériques entre les hélices H8 de chague monomere, le
mouvement de ces hélices ainsi que celui des hélices H4 reste moins important que celui des
hélices externes H7 et H3, I’hélice H8 étant notamment bloquée par le cycle aromatique du
résidu F404 du mutant Y404F. Ces résultats semblent indiquer que d’autres résidus sont
certainement impliqués dans la stabilisation de la conformation fermée et qu’une
réorientation du résidu Y404 est nécessaire pour permettre le réalignement complet de

I’hélice H8 et un élargissement du pore, afin de permettre le passage de substrats.

Par ailleurs, tout comme TolC ou OprN, OprM présente une seconde constriction, a
I'intérieur du canal. Le passage des substrats nécessite une ouverture compléte du canal et
implique donc une dilatation de cette constriction. La structure du mutant 4mut montre un
élargissement de la seconde constriction par rapport a la constriction périplasmique (Fig.
98). Cet élargissement est cependant peu lié a I'ouverture du canal, mais a I'absence des
chaines latérales des résidus D416 et R419 qui forment cette constriction et qui sont
remplacés par un résidu a chaine latérale plus courte (Alanine). Néanmoins, la réorientation
de I’hélice H8, liée a d’une part celle de I'hélice H7 a laquelle elle est liée et a la rupture du
pont salin formé par ces résidus d’autre part, contribue a éloigner d’avantage les résidus
hydrophobes de substitution au sein du trimére et par conséquent, a élargir le pore au

niveau de la seconde constriction.

Ces changements conformationnels semblent cependant indiquer une ouverture
séquentielle du pore. Cette région a été décrite comme étant la région d’interaction avec le
transporteur RND. La présence des partenaires du canal pourrait s’avérer nécessaire pour
une dilatation compléte du pore, notamment grace au mécanisme d’efflux péristaltique

asymétrique du transporteur.
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OprM WT

H4

H7

6.11

Asp 416

6.21
6.66 —— 5.44

6.47
6.04

Arg 419

OprM 4mut

H4
H3 H8

H7

14.18

8.76
9.59

13.68

13.3
8.47

Ala 416

Ala 419

Chapitre 3

Figure 98 : Dilatation du pore au niveau de I'anneau Asp-Arg. Le panneau supérieur montre I'anneau présent

au niveau de la seconde constriction, représenté en jaune pour OprM WT (a gauche) et en cyan pour OprM

4mut (a droite), vue depuis I'extrémité extracellulaire. Les dimensions entre les résidus sont indiquées par le

panneau inférieur.

2.3.2. Latriade Leucine, une clé de volte conservée

Les monomeres d’OprM 4mut sont symétriques, mais on observe une asymétrie au

niveau du point de constriction le plus important du pore périplasmique. Le résidu Leu412

situé au niveau de cette constriction présente en effet une asymétrie, I'extrémité de la

chaine latérale n’étant pas orientée de la méme maniére dans les trois monomeres,

entrainant ainsi des variations de distances entre les atomes allant de 3,7 A a 5 A (Fig. 99).
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Ce résidu hydrophobe, conservé chez les OMFs de P. aeruginosa, obstrue I'extrémité

périplasmique du canal dans sa conformation fermée.

OprM WT
L412 OprM 4mut
H8
H3
H7
4.3 3.7

4.1 5.0

3.9 4.5

Figure 99 : Mouvement hélicoidal de la leucine 412 conservée de la constriction périplasmique. OprM WT est
représenté en gris et OprM 4mut en bleu. Le panneau inférieur indique les distances entre les leucines de
chacun des monomeres (en jaune pour OprM WT et en cyan pour OprM 4mut) et les résidus d’OprM WT et

d’OprM 4mut sont superposés.
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La caractérisation structurale du double mutant de TolC (TolCY*RS, les résidus Y362F
et R367S correspondant aux résidus Y404 et D409 d’OprM) a montré que la mutation des
résidus du réseau de liaisons hydrogéne et de ponts salins de I'extrémité périplasmique
entraine une ouverture conséquente du pore (50 A2). Malgré une réorientation des hélices
liées aux mutations, la leucine 412 maintient les distances observées dans la structure en
conformation fermée. Le réarrangement de I’hélice H7 ne se propage donc pas a ce résidu et
I’élargissement du pore reste donc limité, tout comme dans la structure du mutant simple de

TolC (TolC®).

Nous avons donc émis I'hypothése que ce résidu (Leu412) pourrait également étre
impliqué dans l'ouverture du canal. Nous avons donc choisi de le muter, seul ou
simultanément avec les quatre précédentes mutations afin de déterminer son implication
dans l'ouverture du canal. Les différents clonages sont en cours afin de caractériser ce
mutant aussi bien in vitro (gel natif, structure) qu'in vivo au niveau fonctionnel. Bien que
nous n'ayons pas réussi a ouvrir le canal, nous avons néanmoins montré un éloignement des
hélices externes et une légére rotation de la chaine latérale du résidu leucine chez le mutant
4mut par rapport a la structure d’OprM WT dans le sens antihoraire, ce qui va dans le sens
du mécanisme d’ouverture «iris-like ». La structure du mutant 4mut révele donc le

démarrage du mécanisme d’ouverture.
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3. Implication de I'ouverture du canal dans I'assemblage et Ile
fonctionnement de la pompe : caractérisation fonctionnelle de mutants

ouverts du canal OprM par complémentation in vivo

Comme indiqué précédemment, I'analyse par modes normaux réalisée par Gilles
Phan pendant sa thése sur la structure d'OprM résolue a 2,4 A de résolution avait permis
d’identifier les résidus majoritairement impliqués dans la stabilisation de la forme fermée,
formant des ponts salins (R403-D409 et D416-R419) ou des liaisons hydrogene (D205-Y404).
En parallele de la caractérisation structurale du 4mut décrite dans le chapitre précédent,

nous avons procédé a leur caractérisation fonctionnelle.

Sept mutants ont été générés: quatre mutants simples (R403L, Y404F, D416A,
R419A), deux doubles mutants (R403L-Y404F, D416A-R419A) et le quadruple mutant 4mut.
Ces mutants ont été analysés par complémentation in vivo a I'aide d’'une souche de P.
aeruginosa délétée du géne codant pour le canal OprM, la souche PAO1AOprM. Les mutants
avaient préalablement été clonés a I'aide du vecteur pME6001 par L. Monlezun au cours de
sa thése. Ce vecteur présentait cependant lI'inconvénient de surexprimer les protéines
d’intérét de fagon basale. Sur les conseils de nos collaborateurs de Besangon, nous avons
donc re-cloné les génes dans un autre vecteur, le pUCP24. Les deux vecteurs portent le
méme gene de résistance a la gentamicine mais différent par la taille et la nature du
promoteur, le pUCP24 ayant un promoteur faible, plus en accord avec le niveau d'expression
naturel de la bactérie. Les tests d’expression montrent cependant qu’il n'y a pas de
différence significative entre les taux d’expression de ces deux vecteurs (Fig. 100). Cela
pourrait étre d au fait que le pUCP24 est un vecteur multicopies, de plus petite taille (4036
bp) que le pME6001 (7425 bp), donc plus facilement dupliqué par la bactérie, ce qui permet
d’atteindre des taux d’expression comparables a ceux du pME6001. En conséquence, nous
avons décidé de continuer nos expériences en paralléle avec les génes clonés dans les deux

vecteurs pour voir s'il y avait des différences de résultat.

Afin de déterminer |'effet des antibiotiques sur I'expression des protéines, nous
avons analysé des extraits de cellules entieres obtenus aprés culture en absence

d’antibiotiques (Fig. 100). Les taux d’expression en présence ou en absence d’antibiotiques
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sont comparables, la présence de I'antibiotique n’affecte donc pas I|’expression des

protéines.

4

3 5

Figure 100 : Expression d’OprM a partir des vecteurs pME6001 et pUCP24. Les protéines ont été exprimées a
I'aide des vecteurs pME6001 (pistes 1 et 3) et pUCP24 (pistes 2 et 4), en présence (pistes 1 et 2) ou en absence
d’antibiotiques (pistes 3 et 4). Les échantillons correspondant aux extraits de cellules entiéres ont été analysés
par western blot a I'aide d’un anticorps anti-histidine. La protéine OprM sauvage purifiée sert de contrdle de
poids moléculaire (piste 5).

3.1. Réalisation des antibiogrammes et évaluation de la résistance aux antibiotiques

Les mutants ont été analysés en présence de différentes familles d'antibiotiques par

plusieurs méthodes :
+ la méthode de diffusion en milieu gélosé a I'aide de disques imprégnés,
+ la méthode de dilution en milieu gélosé et
+ la méthode de diffusion en milieu gélosé par gradient (E-test).

Ces méthodes sont utilisées de facon classique dans le domaine clinique pour évaluer
la sensibilité d’'une bactérie vis-a-vis de plusieurs antibiotiques. La premiere est qualitative,
car la mesure des diametres d’inhibition peut étre approximative, surtout en présence de
halos d’inhibition jointifs, mais elle permet un diagnostic rapide pour estimer les souches
infectant un patient. Les deux autres techniques sont quantitatives, et permettent de
déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des antibiotiques testés sur la

souche pathogene.

N'ayant jamais utilisé la technique E-test au laboratoire, nous avons voulu comparer
ces différentes méthodes pour caractériser le phénotype de nos mutants. Les bandelettes E-

test sont plus chéres a l'achat mais sont sensées étre plus pratiques d'utilisation car elles
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sont constituées d'une bande de plastique (ou de carton) imprégnée d’'un gradient
d’antibiotique d’un c6té et d’'une échelle de graduation de l'autre, ce qui permet de
déterminer une CMI sur une seule boite de Pétri. La valeur de la CMI est lue sur la
bandelette au niveau de lintersection entre |'ellipse d’inhibition et la bandelette.
Néanmoins cette technique s'est révélée présenter plus d'inconvénients que d'avantages

pour la réalisation de nos expériences.

Le conditionnement peut constituer une limite a [l'utilisation de ce test. Les
bandelettes en carton sont trop rigides. Ce matériau rend difficile 'adhésion a la gélose et
les bandelettes ont tendance a s'incurver et a se décoller de la gélose, ce qui entraine une
mauvaise diffusion de I'antibiotique (Fig. 101A.). De plus, suivant le type de bactérie, les
conditions de culture, les conditions de séchage de la gélose apres ensemencement, la taille
de I'inoculum ou encore la nature de I'antibiotique, on observe la présence de microcolonies
a l'intérieur de I'ellipse d’inhibition (B et C), notamment en présence de carbapénémes tels
qgque le méropéneme ou l'imipénéme. On observe également la présence d’ellipses
d’inhibition diffuses (D) ou encore de doubles ellipses d’inhibition (E) ainsi que des ellipses
d’inhibition qui forment une intersection avec la bandelette au niveau de deux graduations
différentes. Toutes ces contraintes rendent les résultats difficilement interprétables et
parfois non reproductibles. Dans nos mains, I'E-test reste certes une méthode rapide pour
I’évaluation de la CMI, mais nous l'avons abandonnée, la méthode par dilution s'étant

révélée la plus adéquate.
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Figure 101: Résultats des mesures de CMI par la méthode de diffusion par gradient (E-test) pour la
combinaison Ticarcilline-clavulanate (A), du méropénéme (B), de ’lamikacine (C, D) et de la tobramycine (E).
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16 antibiotiques appartenant aux différentes familles ont été utilisés pour la
réalisation des antibiogrammes (Fig. 102), et 8 d’entre eux ont été utilisés pour la

détermination des CMI en milieu gélosé.

Figure 102 : Antibiotiques testés lors de la réalisation des antibiogrammes par la méthode de diffusion en
milieu gélosé a partir de disques imprégnés. La disposition des antibiotiques est indiquée et les familles
d’antibiotiques sont encadrées en vert pour les B-lactamines, en bleu pour les aminoglycosides, en orange pour
une fluoroquinolone et en violet pour une polymyxine.

L’analyse des antibiogrammes réalisés par la méthode de diffusion a I'aide de disques
imprégnés montre des profils de résistance similaires avec les deux vecteurs pour quatre des
sept souches mutantes analysées. Par contre, le mutant R403L et le 4mut sont moins
résistants tandis que le mutant Y404F est plus résistant avec le vecteur pUCP24, par rapport
au vecteur pME6001. Cependant, en ce qui concerne les mutants simples, la diminution de
résistance étant observée pour la totalité des disques d'antibiotiques, il est fort probable
que cela soit di a une différence de nombre de copies du vecteur dans la souche

transformée et non pas a l'effet de la mutation.
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En plus de l'analyse des souches mutantes, différents contrbles sont réalisés. Sont
analysées la souche sauvage PAO1 WT (Fig. 103A) et la souche délétée PAO1AOprM (Fig.
103B) afin de connaitre les niveaux de résistance avec et sans le gene OprM, ainsi que la
souche PAO1AOprM complémentée avec le vecteur vide (Fig. 103C) pour vérifier que le
vecteur n'apporte pas un biais a I'analyse, et enfin la souche PAO1AOprM complémentée
avec le vecteur portant le gene d’OprM WT (Fig. 103D) pour vérifier qu'il restaure un profil

de résistance identique a celui de la souche sauvage.

Les différentes souches restent peu sensibles a la kanamycine, Pseudomonas étant
naturellement résistante a cet aminoglycoside. De méme, les résultats sont identiques pour
les quatre souches pour I'imipénéme, cet antibiotique n'étant pas substrat de la pompe
MexAB-OprM. La complémentation de la souche PAO1AOprM avec le vecteur vide (Fig.
103C) restaure la résistance a la gentamicine de par la présence du géne de résistance porté

par le vecteur. Cette résistance apparaitra donc sur tous les antibiogrammes des mutants.
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A) PAO1WT B) PAO1 AOprM

C) PAO1 AOprM + D) PAO1 AOprM + E) PAO1 AOprM +
vecteur OprM wt OprM R403L

-

pUCP24

pMEG6001
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F) PAO1 AOprM + G) PAO1 AOprM + H) PAO1 AOprM +

OprM Y404F OprM D416A OprM R419A
pUCP24
pME6001
1) PAO1AOprM + OprM J) PAO1 AOprM + OprM K) PAO1 AOprM + OprM
R403L-Y404F D416A-R419A 4mut
pUCP24
pME6001

Figure 103 : Antibiogrammes des mutants d’OprM clonés a partir des vecteurs pME6001 et pUCP24.
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Comme décrit précédemment par Monlezun & al lors de sa thése, contrairement a ce
gue nous attendions, les mutants semblent présenter peu de différences de résistance par
rapport a la souche sauvage PAO1 WT. Les mutants Y404F, D416A, R419A et R403L-Y404F
(Fig. 103F a l) présentent un profil de résistance similaire a celui de la souche sauvage PAO1
wt, notamment pour les B-lactamines. Le mutant D416A-R419A (Fig. 103J) semble
légerement plus sensible a ces antibiotiques et les mutants R403L (Fig. 103E) et 4mut (Fig.
103K) sont beaucoup plus sensibles, comme nous l'avons déja vu. Toutes les mutations
restaurent la résistance aux aminoglycosides et notamment a la tobramycine en dehors du
mutant R403L, méme s'il est difficile de réaliser des comparaisons précises sur des
antibiogrammes. De méme, des différences sont détectables pour la ciprofloxacine et la
colistine, mais il est difficile de classer les différentes souches, juste sur la base de ces halos

de résistance.

3.2. Détermination des CMI

Les mesures de CMI permettent de comparer les phénotypes de résistance de facon
plus précise. Elles ont été réalisées en milieu gélosé par la méthode de dilution en présence
de 8 antibiotiques afin de quantifier la résistance des mutants analysés. Nous avons choisi
une fluoroquinolone, deux aminoglycosides, et cing B-lactamines couvrant les différentes
générations d'antibiotiques de cette famille, dont deux carbapénemes, I'imipéneme qui
n‘est pas substrat de la pompe MexAB-OprM et le méropénéme qui est substrat de la
pompe. Sur la Figure 104A sont présentés les résultats obtenus par L. Monlezun avec le
vecteur pME6001 et ceux que nous avons obtenus dans le vecteur pUCP24 (Fig. 104B).
Malgré des différences ponctuelles dans les résultats obtenus avec ces deux vecteurs, seuls

ceux que nous avons mesurés en pUCP24 seront commentés.

Les mesures de CMI ne montrent aucune différence entre les souches pour
I'imipéneme, que le canal OprM soit présent ou non, montrant I'homogénéité de nos
inocula. Concernant les souches controle en présence du méropénéme, la souche
PAO1AOprM, transformée ou non avec le vecteur vide, présente une augmentation de

sensibilité d’un facteur 2 par rapport a la souche sauvage PAO1 WT, mais ce profil de
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résistance est restauré apres complémentation de la souche avec la forme sauvage d’OprM,

indiquant ainsi que la pompe est fonctionnelle.

L'analyse des valeurs de CMI pour les autres B-lactamines montre que la souche
PAO1AOprM est 2 fois plus sensible que la souche PAO1 WT en présence de la ceftazidime et
cette sensibilité va jusqu’a un facteur 32 pour la ticarcilline. Le vecteur seul ne confére pas
de résistance, par contre, la complémentation avec OprM WT restaure bien une résistance
similaire a celle de la souche PAO1, a I’exception de I'aztréonam, pour lequel la souche est 2
fois plus sensible et des aminoglycosides pour lesquels la souche est 2 a 4 fois plus résistante
sans que I'on en comprenne la raison. Néanmoins, le vecteur de complémentation portant le
géne de résistance a la gentamicine, un antibiotique de la famille des aminoglycosides, il se
peut que cela ait une incidence sur les résultats obtenus pour les deux antibiotiques de cette
famille. Des résultats étranges avaient d'ores et déja été obtenus dans le vecteur pME6001
pour ces antibiotiques, la complémentation avec le vecteur seul restaurant la résistance de

la souche sauvage pour la tobramycine.
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Concernant les mutants, il apparait clairement que le R403L se comporte comme la
souche délétée quel que soit I'antibiotique utilisé, reflétant certainement un probleme de
transformation de la souche ou d'adressage de la protéine, d'autant plus que ce phénomeéne
n'était pas du tout observé avec le vecteur pME6001. Il en est de méme pour le mutant
Y404F qui montrait des différences systématiques lorsqu'il était apporté par le vecteur
PME6001, et qui ne montre aucune modification de résistance en pUCP24. Pour les autres
mutants, on observe peu de différences de résistance par rapport a la souche sauvage a
I'exception du 4mut pour les B-lactamines et la fluoroquinolone. Les mutations individuelles

ne semblent donc pas affecter I'efflux.

Pour les doubles mutants, seul le mutant D416A-R419A a un comportement
légerement différent des autres dans les tests a la tobramycine, montrant une résistance
double par rapport aux autres mutants, mais tout en étant au méme niveau qu'OprM WT.
Cela n'avait pas été observé dans les tests réalisés avec le pME6001. Nous pouvons donc dire
gue seul le mutant 4mut présente un profil de résistance qui differe de celui des autres
mutants. Il est en effet 2 a 4 fois plus sensible que la souche sauvage PAO1 WT. Il a été
montré pour TolC, grace a des expériences d’interaction (SPR), que l'ouverture du canal
entraine une diminution de ['affinité pour les partenaires de la membrane interne,
provoquant ainsi la dissociation de la pompe (Tikhonova & al, 2011). L'augmentation de la
résistance par rapport a la souche PAO1AOprM (allant jusqu'a un facteur 16 pour la
ticarcilline) indique la présence d’'une pompe assemblée et fonctionnelle. Il est cependant
possible que les mutations du 4mut déstabilisent I'assemblage et que la pompe ne reste

donc pas assemblée suffisamment longtemps pour permettre un efflux efficace.

Paradoxalement, tous les mutants (exception faite des mutants R403L et 4mut)
restaurent un profil de résistance a la ciprofloxacine comparable a celui de la souche PAO1.
Cet antibiotique est une fluoroquinolone qui est majoritairement effluée par les pompes
MexEF-OprN et MexCD-OprlJ. Ces pompes étant présentes chez la souche PAO1AOprM, on
se serait donc attendu a une absence de modification du profil de résistance, que le canal
OprM (et par conséquent les pompes MexAB-OprM et MexXY-OprM) soit présent ou non. Il
a cependant été montré que le taux d’expression de la pompe MexAB-OprM est
inversement proportionnel a celui des pompes MexEF-OprN et MexCD-OprJ (Li & al, 2000).

La diminution de la capacité d'efflux ou d'assemblage du 4mut pourrait donc entrainer une
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surexpression de la pompe MexAB et donc une diminution de |'expression des pompes

MexEF-OprN et MexCD-OprJ, expliquant la baisse de résistance liée a ce mutant.

Concernant les aminoglycosides, les résultats sont trés surprenants et difficiles a
interpréter, ce qui était déja le cas avec le vecteur pME6001. Les niveaux de résistance des
mutants sont pratiquement tous supérieurs (d’'un facteur 2 a un facteur 4), a celui de la
souche sauvage PAO1, et le double mutant D416A-R419A est particulierement résistant a la
tobramycine. Comme énoncé précédemment, ceci peut étre di au fait que le vecteur de
complémentation porte une résistance a un antibiotique de cette famille, la gentamicine.
Néanmoins, il est intéressant de noter que le 4mut ne présente pas de perte de résistance
pour les deux antibiotiques testés. Les aminoglycosides sont des antibiotiques substrats de
la pompe MexXY-OprM, qui ne sont pas pris en charge par la pompe MexAB-OprM.
L'augmentation de la résistance des mutants, et notamment celle du mutant 4mut pourrait
indiquer une différence d’interaction d'OprM avec ses partenaires des pompes MexAB et
MexXY. Les résidus modifiés conduiraient ainsi a une conformation permettant une

adaptation du canal a la pompe MexXY, mais pas a la pompe MexAB.

224



4. Etude de la formation des complexes bipartites OMF-MFP et de

I’'assemblage de la pompe tripartite MexA-MexB-OprM

Les trois composants des pompes a efflux, a savoir les protéines OMF, MFP et RND
s’assemblent au sein d’'un complexe tripartite utilisé par les bactéries pour exporter les
antibiotiques a travers les deux membranes, vers le milieu extracellulaire. Ces pompes sont
impliquées dans I'augmentation de la résistance aux antibiotiques et elles présentent une
spécificité de substrat variable d’'une pompe a l'autre, avec des substrats communs a

plusieurs pompes. Elles constituent donc une cible thérapeutique intéressante.

Cependant, bien que quelques inhibiteurs de la protéine RND aient pu étre mis en
évidence, aucun n'a pu étre transformé en molécule thérapeutique du fait de leur grande
toxicité. Une approche alternative, sur laquelle nous nous focalisons au laboratoire, est de
développer des molécules capables d'abolir la formation de I'assemblage, mais ceci
nécessite une bonne connaissance du processus et la caractérisation des interfaces,
information qui reste limitée par un faible nombre de données expérimentales disponibles
sur cet aspect. Plusieurs structures de pompes entieres reconstituées in vitro ont été
résolues par cryo-microscopie électronique (Trépout & al, 2010 ; Du & al, 2014 ; Du & al,
2015 ; Kim & al, 2015 ; Daury & al, 2016). Par ailleurs, I'étude in vitro des interactions entre
les différents partenaires de la pompe (ITC, SPR) a permis de décrire un modéle
d’assemblage séquentiel en quatre étapes (Touzé & al, 2004 ; Tikhonova & al, 2011). Ces
études ont montré que 'OMF (TolC) et le transporteur RND (AcrB) peuvent former des
complexes bipartites, I'interaction étant favorisée par la présence de la MFP (AcrA). Elles ont
également montré que I'ancre lipidique de la MFP (AcrA) est nécessaire pour I'assemblage et
gue l'ouverture du canal contribue a le déstabiliser I’édifice, favorisant ainsi la dissociation
de la pompe. Plusieurs modeéles d’assemblage ont été décrits, impliquant soit une
interaction directe entre la protéine OMF et le transporteur RND, soit une interaction

indirecte médiée par la protéine MFP (voir Chapitre 1.4).

Malgré toutes ces données, il reste des questions non résolues sur le mécanisme
d’assemblage, notamment la stoechiométrie de la MFP au sein du complexe qui reste un
sujet de débat, méme si la plupart des données, majoritairement structurales, tendent a
- . . . . .
indiquer qu'elle forme un hexamére au sein de la pompe assemblée. Le développement
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d’outils permettant d’étudier la formation de la pompe ou de suivre le transport des
molécules au cours de l'efflux pourrait donc permettre d'une part une meilleure
compréhension du mécanisme d’assemblage de la pompe et d’autre part, le criblage de
molécules a potentiel inhibiteur, capables d’empécher la formation de la pompe, de la

dissocier ou d’inhiber son fonctionnement.

4.1. Etude de l'interaction OMF-MFP par BN-PAGE

4.1.1. LeBN-PAGE

Initialement développé pour la séparation de complexes membranaires extraits des
mitochondries, dont le poids moléculaire variait entre 10 et 10 000 kDa, par Schagger et al
(Schagger & Von, 1991), le BN-PAGE est de plus en plus utilisé pour la caractérisation de gros
complexes multiprotéiques. Il a d'ores et déja servi a déterminer la stoechiométrie des
protéines au sein d’'un complexe (Swamy & al, 2006 ; 2007) ou encore pour caractériser
I'assemblage des protéines au sein d’'un complexe (Meddows & al, 2001). Les protéines
migrent sous forme native, uniqguement en fonction de leur poids moléculaire, grace a la
présence de bleu de Coomassie, qui leur confere une densité de charge négative uniforme
sans les dénaturer. Dans le cas des protéines membranaires, il ne permet pas de déterminer
le poids moléculaire mais de I'estimer, car les micelles de détergents autour de la protéine
modifient leur taille. Les protéines vont donc migrer plus haut que la taille attendue pour
une protéine seule. Le choix des protéines de calibration revét donc une certaine
importance, et il est nécessaire, pour une bonne estimation du poids moléculaire d’avoir
parmi les protéines de calibration, des protéines membranaires solubilisées dans le méme
détergent que les protéines étudiées. Nous avons effectué le choix de nos protéines de
calibration sur la base des courbes de calibration décrites par Schagger & al (Schagger,

Cramer, & von Jagow, 1994) et Ferrandez & al (Ferrandez et al., 2012).

La présence de bleu de Coomassie permet, non seulement la migration des protéines
indépendamment de leur point isoélectrique (et donc uniguement en fonction de leur poids

moléculaire), mais il permet aussi de limiter |'agrégation des protéines au cours de I'étape de
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concentration de |'électrophorese. En effet, la présence de plusieurs charges négatives a la
surface des protéines entraine une répulsion électrostatique qui limite ainsi le risque
d’agrégation. L'une des étapes cruciales est la préparation de I’échantillon. Les cations
divalents tels que le potassium interagissent avec le bleu de Coomassie, il est donc
nécessaire de s’en affranchir. Ces cations sont remplacés par I'acide 6-aminohexanolque qui
permet le maintien d’une certaine force ionique dans la solution, et contribue a solubiliser la

plupart des protéines, y compris les protéines membranaires.

Le choix du détergent est également important, car il est nécessaire d’utiliser un
détergent non dénaturant qui préserve la conformation native de la protéine et qui la
stabilise dans le gel. Le détergent doit également pouvoir étre facilement remplacé par le
bleu de Coomassie au cours de la migration des protéines. Pour I'analyse des complexes
protéiques par BN-PAGE, notre choix s’est porté sur le DDM, un détergent non ionique qui
fait partie des trois détergents recommandés pour le BN-PAGE (avec le Triton X-100 et la
digitonine). Ce choix se justifie également par le fait que de précédents travaux réalisés au
laboratoire (Ferrandez & al, 2012) ont montré que le BOG, bien qu’étant un détergent non
ionique, n’est pas adapté pour cette technique, entrainant |'agrégation des protéines. Ce
phénomeéne s’explique, selon les auteurs, par un mauvais échange entre ce détergent et le
bleu de Coomassie. Ces mémes travaux ont montré que le DDM permet de minimiser le
phénoméne d’agrégation non spécifique. En conséquence, les protéines OMFs,
normalement purifiées en présence de BOG car elles ne cristallisent qu’en présence de ce
détergent, ont été purifiées en DDM pour les expériences de BN-PAGE. Toutes les protéines

sont donc purifiées dans du DDM et ce détergent est également ajouté au gel.

4.1.2. Caractérisation des complexes

Nous avons choisi de caractériser les pompes a partir de complexes bipartites OMF-
MFP car les mesures d’interaction (ITC, SPR) ont montré que ce complexe forme I'interaction
bipartite la plus stable (Touzé & al, 2004 ; Tikhonova & al, 2011). Afin d’étudier I'interaction

des protéines de la pompe au sein de ces complexes bipartites, les protéines OMF (OprN,
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OprM) et MFP (MexE, MexA et MexX) ont été purifiées et incubées ensemble a différents
ratios(1:1/1:2/1:3et1:6). Les complexes formés sont analysés par BN-PAGE, avec les
protéines individuelles servant de référence. Les précédents travaux de Monlezun & al,
portant d’'une part sur I'étude de l'interaction d’OprM avec son partenaire MFP MexA et
d’autre part sur la stoechiométrie de la MFP, ont montré que la fixation de la MFP sur 'OMF
se fait uniquement par multiples de 2, tendant ainsi a confirmer I'existence d’un dimere
comme unité fonctionnelle de la MFP (Ferrandez & al, 2012). Ces travaux ont également
montré que 'OMF peut fixer jusqu’a 8 molécules de MFP, et que la présence de la queue

lipidique sur la cystéine N-terminale était nécessaire a la formation du complexe.

L'analyse de l'interaction entre OprM et son autre partenaire MFP MexX (Fig. 105)
confirme ces résultats car on retrouve une bande supplémentaire par rapport aux protéines
seules. L'apparition de nouvelles bandes, absentes du profil de migration des protéines
seules, correspond a la formation de complexes. Les bandes supplémentaires (bandes a, b, c,
e, Fig. 105) correspondent a un trimere d’OprM (considéré par la suite comme une molécule
dans la description des ratios) ayant fixé un dimere de la MFP correspondante, soit un
complexe de ratio 1: 2. Les pistes 2 a 5 correspondent aux différents ratios testés pour les
complexes OprM-MexX (Fig. 105), les pistes 6 et 7 correspondant aux protéines seules qui
migrent respectivement sous forme de trimeres (OprM) et de dimeres (MexX), comme décrit
précédemment pour OprM et MexA (Ferrandez & al, 2012). L'interaction entre OprN et son
partenaire MFP MexE a également été analysée, mais le profil de migration d’OprN est
cependant affecté par le fait que la protéine a été purifiée en BOG et non en DDM, montrant
la présence de nombreuses bandes, et n’a donc pas pu étre interprété (non présenté). De

nouvelles analyses sont en cours a partir de la protéine purifiée en DDM.

Un complexe de ratio 1 : 4 pourrait étre présent pour OprM et MexX mais la présence
d’une bande correspondant a un oligomeére d’OprM, qui migre a la taille attendue pour ce
complexe, ne permet pas de trancher (Fig. 105). On note également la présence d’une bande
supplémentaire (bande d, Fig. 105) pouvant correspondre a des complexes 1 : 6 entre OprM
et MexX. Ces résultats tendent a confirmer la fixation de la MFP sur 'OMF par multiples de
2. Une analyse en deuxieéme dimension sur gel SDS-PAGE de ces complexes sera cependant

nécessaire afin de déterminer la composition exacte des complexes formés. Il sera
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cependant difficile d’analyser les bandes correspondant aux complexes 1: 6 entre 'OMF et

la MFP car elles sont de tres faible intensité.

Figure 105 : Analyse des complexes OprM-MexX par BN-PAGE. Les ratios sont établis en considérant le canal
trimérique OprM et la MFP MexX monomérique respectivement comme une seule molécule. L’aloumine et
I’Apoferritine servent de marqueurs de poids moléculaire.

Par ailleurs, le canal OprM est a 'instar de son analogue TolC d’E. coli, une protéine
versatile. Il est en effet recruté par plusieurs pompes, parmi lesquelles les pompes MexAB,
MexXY, MexJK, MexVW et la pompe MexMN. Nous avons donc voulu analyser la capacité
d’OprM a interagir avec la pompe MexEF et en paralléle, la capacité du canal OprN a
interagir avec les pompes MexAB et MexXY, afin d’étudier linterchangeabilité des

partenaires au sein des pompes.

Afin d’étudier les complexes bipartites OMF-MFP, les protéines ont été purifiées et
incubées comme décrit précédemment. Les complexes bipartites suivants sont réalisés a un

ratio OMF-MFP 1: 6: OprM-MexE, OprN-MexA et OprN-MexX. Seuls les résultats
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correspondant au complexe OprM-MexE seront présentés, la migration d’OprN étant
affectée comme décrit précédemment. La piste 2 correspond au complexe bipartite, les
pistes 3 et 4 correspondant aux protéines seules (Fig. 106). On retrouve les mémes bandes
gue précédemment, correspondant au complexe 1: 2 (bande c) et au complexe 1: 6 (bande
a), ce qui montre que MexE peut interagir avec OprM qui n’est pourtant pas son partenaire
natif. Les mémes analyses sont en cours pour les complexes OprN-MexA et OprN-MexX, a
partir de la protéine purifiée en DDM. La bande b pourrait correspondre au complexe 1 : 4.
Ces résultats préliminaires semblent indiquer que les partenaires des deux pompes peuvent
étre échangés. Cependant, des études fonctionnelles réalisées a partir de pompes
chimériques OprM-MexEF et OprN-MexAB ont montré que si OprM est capable de
fonctionner avec la pompe MexEF, ce n’est pas le cas pour OprN car la pompe OprN-MexAB

n’est pas fonctionnelle (Maseda & al, 2000).

Figure 106 : Analyse du complexe OprM - MexE par BN-PAGE.
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L'interaction OMF-MFP au sein de la pompe semble donc étre régie par des
mécanismes subtils et la reconnaissance OMF-MFP semble primordiale pour le bon
fonctionnement de la pompe. Daury & al ont d’ailleurs montré en reconstituant des pompes
entieres in vitro, que la pompe chimérique OprM-AcrA-MexB se forme dans une proportion
plus faible que les pompes natives OprM-MexAB ou TolC-AcrAB. Cette reconnaissance
implique sans doute des résidus spécifiques qui sont propres a chaque pompe et qui, suivant
leur nature, permettent une adaptation plus ou moins importante a différents partenaires. Il
serait intéressant de réaliser des expériences de cross-link, a I'instar de celles qui ont été
réalisées pour la pompe TolC-AcrAB d’E. coli, afin de caractériser les zones d’interaction

entre ces différentes OMFs et leurs partenaires MFPs.

Sur la base des travaux ayant permis de déterminer la surface d’interaction entre
AcrA et TolC chez E. coli (Lobedanz & al, 2007) dans le modéle court d'assemblage, il a été
montré que la surface d’interaction de la MFP avec I'OMF correspond au domaine a de la
MFP et au domaine coiled-coil de 'OMF, au niveau de crevasses formées notamment par les
hélices externes H3 et H7 et I'hélice interne H8. Nous avons comparé les séquences de nos
trois MFPs sur cette région. Ces domaines a sont de longueur comparable a I'exception de
MexA, mais cependant peu conservé, avec 29,8% et 36,8% d’identité de séquence entre
MexX et MexA, et MexE et MexA respectivement, et 24,2% entre MexX et MexE.
L’alignement de séquence montre la présence d’un motif conservé, L-XXXX-A(V/1) S (Fig. 107)
localisé entre les deux hélices du domaine a. La comparaison de ces domaines (issus de la
structure de MexA ou de modeéles provenant de la banque de modeles protéiques (Protein

Model Portal) http://www.proteinmodelportal.org/query/uniprot/Q9ZNG9 pour MexX et

http://www.proteinmodelportal.org/query/uniprot/Q910Y9 pour MexE) avec celui d’AcrA,

montre quelques acides aminés conservés parmi ceux décrits comme impliqués dans

I'interaction avec I'OMF, dont ceux du motif pré-cité (Fig. 107).
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Figure 107 : Alignement multiple des séquences des domaines a (coiled-coil) des MFPs de P. aeruginosa
(MexA, MexX et MexE) et d’E. coli (AcrA). Les résidus conservés sont indiqués en rouge et les structures
secondaires correspondant aux deux hélices a du domaine a d’AcrA et de MexA sont représentées au-dessus
des séquences.

Néanmoins, la majorité des résidus n'est pas conservée. Cette différence, a des
positions équivalentes entre les MFPs, pourrait expliquer la spécificité d’interaction avec
'OMF. En effet, on peut noter que la surface d’interaction de MexE semble impliquer
majoritairement des résidus polaires et chargés, tandis que la surface d’interaction de MexX
semble impliquer un mélange de résidus hydrophobes et de résidus aromatiques (Fig. 108).
La surface d’interaction de MexA contient quant a elle aussi bien des résidus hydrophobes

que chargés.
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Figure 108 : Identification des résidus de la surface d’interaction des MFPs potentiellement impliqués dans
I'interaction avec I’'OMF. Quelques résidus conservés appartenant a la surface d’interaction sont encerclés. Les
modeles de MexX et MexE proviennent de la banque de modéles protéiques (Protein Model Portal) (code PSI
de MexX : Q9ZNG9; code PSI de MexE : Q910Y9).Code PDB de MexA : 2V4D.

La nature des résidus impliqués dans l'interaction pourrait étre d’autant plus
importante que la surface d’interaction differe également au sein des OMFs. La comparaison
de la surface d’interaction d’OprM et d’OprN avec celle de TolC montre la présence de deux
résidus dont la nature varie entre les deux OMFs (Fig. 109), OprM contient un résidu
hydrophobe, Leu191, qui est remplacé par un résidu chargé chez OprN, le résidu Glul79 et
un résidu chargé, Thr406, qui est remplacé par un résidu hydrophobe chez OprN, le résidu
lleu395. De plus, la stabilisation de linteraction semble impliquer plus de résidus

hydrophobes chez OprN (Leul71 et Val377) que chez OprM (Leul182).
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Figure 109 : Identification des résidus de la surface d’interaction des OMF potentiellement impliqués dans
I'interaction avec la MFP. Seul un des monomeéres est représenté (en violet). Les résidus potentiellement
impliqués dans I'interaction d’OprM avec ses partenaires MFPs sont indiqués en rouge et ceux impliqués dans
I'interaction d’OprN avec son partenaire MFP sont indiqués en bleu. Les résidus qui pourraient étre impliqués
dans la stabilisation de I'interaction sont indiqués en rose. (Code PDB d’OprM : 3D5K et d’OprN : 51UY).

Cette analyse étant cependant basée sur une comparaison a partir de modéles
structuraux, une caractérisation plus poussée de ces résidus a l'aide de techniques
appropriées (mutagénese dirigée, cross-link, cristallographie aux rayons X, ITC) devrait
permettre de caractériser les zones d’interaction entre 'OMF et la MFP chez P. aeruginosa.
L'identification des résidus impliqués devrait apporter un éclairage nouveau sur les
parameétres qui régissent la spécificité d’interaction entre 'OMF et la MFP. Cette analyse

pourra étre étendue au complexe bipartite MFP-RND et a la pompe entiére.

4.2. Reconstitution de la pompe tripartite MexA-MexB-OprM en protéoliposomes

Chez P. ageruginosa, la pompe constitutive MexA-MexB-OprM est la pompe la mieux

caractérisée. Verchere et al (Verchére & al, 2015) ont mis au point un protocole permettant

234



de suivre le transport a travers cette pompe reconstituée en protéoliposomes grace a des
sondes fluorescentes, notamment le bromure d’éthidium (BET) et la pyranine (voir article,

page 239).

Les protéines (OprM, MexA et MexB) purifiées par nos soins, ont été utilisées pour la
reconstitution en protéoliposomes. OprM a été reconstituée au sein de protéoliposomes
ayant encapsulé de I’ARN (ref-f). Verchere & al ont montré que MexB présente une activité
basale qui augmente en présence de MexA. Les deux protéines ont par conséquent été
reconstituées ensemble au sein des mémes protéoliposomes avec encapsulation de

pyranine.

Afin de suivre le transport, les deux types de protéoliposomes ont été incubés en
présence de bromure d’éthidium (BET). Le BET est un agent intercalant des acides
nucléiques. C'est également un substrat de MexB qui s’insere spontanément dans les
membranes. Il constitue un indicateur de la reconstitution de la pompe car la fluorescence
du BET augmente lorsqu’il s’insére dans la molécule d’ARN (ou d’ADN). L'augmentation de la
fluorescence indique donc le transport du BET hors des liposomes contenant MexB-MexA
vers les liposomes contenant OprM ou il a pu s’insérer dans la molécule d’ARN encapsulée.
La force protomotrice étant nécessaire pour le fonctionnement du transporteur MexB, la
pyranine encapsulée sert également d’indicateur de transport car sa fluorescence diminue

lorsque la concentration en protons augmente.

L'interaction entre les différents partenaires au cours de I'assemblage a ensuite été
analysée par co-précipitation par pull-down. Les protéoliposomes MexB-MexA ont été
reconstitués avec différentes formes de MexA et de MexB, notamment les formes sauvage
(acylée) et soluble de MexA et la forme sauvage de MexB ainsi qu’un mutant non
fonctionnel de MexB (D407N). Ce mutant porte une mutation d’un résidu impliqué dans le
réseau de protons, empéchant ainsi le transfert de protons et donc l'utilisation de la force
protomotrice par le transporteur. Des protéoliposomes contenant MexB seule ont
également été préparés. Tous les liposomes contenant les différentes formes de MexB
(et/ou MexA) ont été préparés a partir de lipides biotinylés, ce qui permet la purification
ultérieure de ces protéoliposomes, ainsi que celle d’éventuels partenaires entrainés par pull-
down, a l'aide de billes magnétiques. Les complexes précipités sont analysés sur gel SDS-

PAGE.
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Figure 110 : Identification des complexes formés aprés co-précipitation par pull-down. Le puits 1 correspond
au marqueur de poids moléculaire. Les protéines purifiées MexA, MexB et OprM servent de référence
(respectivement puits 2, 3 et 4). Les protéoliposomes contenant MexA et MexB (puits 6), MexA et le mutant
D407N de MexB (puits 5), MexB seule (puits 7) ou encore MexB en présence d’une forme soluble de MexA
(puits 8) ont été incubés avec des protéoliposomes contenant OprM. Les complexes précipités ont été analysés
sur gel SDS-PAGE. (Adapté de Ntsogo Enguéné, Verchére & al, 2015, Frontiers in Microbiology).

Les résultats (Fig. 110) montrent que la MFP est nécessaire pour l'interaction entre
I’OMF et la RND. En effet, les liposomes contenant OprM ne sont pas précipités en présence
de liposomes contenant uniquement MexB. Par contre, en présence de MexA, on retrouve

les trois protéines au sein des complexes précipités.

lls montrent d’autre part que I'ancre lipidique est nécessaire pour l'interaction de la
MFP avec I'OMF mais pas avec la RND. La reconstitution de la pompe montre en effet
qu’OprM n’est pas précipité avec MexB en présence de la forme soluble de MexA. Par

contre, les précipités obtenus montrent la présence de la forme soluble de MexA au sein du

236



complexe, ce qui montre que I'absence de I'ancre lipidique n’affecte pas l'interaction avec

MexB.

Par ailleurs, I'analyse de I'effet de la force protomotrice sur I'assemblage a I'aide d’un
mutant de MexB muté au niveau du réseau de protons (D407N) a montré que I'assemblage
se fait de fagon indépendante du transfert de protons. Les trois protéines, parmi lesquelles
le mutant D407N de MexB, sont présentes au sein des complexes précipités, indiquant ainsi

qgue la force protomotrice n’est pas nécessaire pour I'assemblage.

Par contre, la force protomotrice est nécessaire pour la dissociation de la pompe. En
effet, 'analyse de complexes précipités a partir de liposomes contenant de la pyranine
(protéoliposomes MexB-MexA) et de liposomes contenant des molécules d’ARN
(protéoliposomes OprM), incubés en présence de BET, montrent que OprM n’est plus
précipité lorsque la pompe atteint un état de saturation tandis que les trois protéines sont
précipitées lorsque la forme sauvage de MexB est remplacée par le mutant D407N au sein

du protéoliposome (Fig. 111).
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Figure 111 : Adaptation de la précipitation par pull-down aux conditions de transport. Le transport, réalisé a
I'aide de la pompe MexB-MexA-OprM reconstituée a partir de protéoliposomes contenant respectivement
OprM et MexA-MexB, est suivi a I'aide de deux sondes fluorescentes, le bromure d’éthidium (BET) et la
pyranine (A). La variation concomitante de la fluorescence du BET (en bleu) et de la pyranine (en rouge) est un
indicateur du transport d’une vésicule a I'autre. Afin de déterminer la cinétique d’assemblage de la pompe, le
pull-down est ensuite réalisé dans les mémes conditions de transport (B) a partir de protéoliposomes enrichis
en lipides biotinylés qui permettent de précipiter les complexes a |'aide de billes magnétiques. Les complexes
sont réalisés comme indiqués précédemment. (Adapté de Ntsogo Enguéné, Verchere & al, 2015, Frontiers in
Microbiology).
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Efflux pumps are membrane transporters that actively extrude various substrates, leading
to multidrug resistance (MDR). In this study, we have designed a new test that allows
investigating the assembly of the MexA-MexB-OprM efflux pump from the Gram negative
bacteria Pseudomonas aeruginosa. The method relies on the streptavidin-mediated
pull-down of OprM proteoliposomes upon interaction with MexAB proteoliposomes
containing a biotin function carried by lipids. We give clear evidence for the importance of
MexA in promoting and stabilizing the assembly of the MexAB-OprM complex. In addition,
we have investigated the effect of the role of the lipid anchor of MexA as well as the role of
the proton motive force on the assembly and disassembly of the efflux pump. The assay
presented here allows for an accurate investigation of the assembly with only tens of
microgram of protein and could be adapted to 96 wells plates. Hence, this work provides
a basis for the medium-high screening of efflux pump inhibitors (EPIs).

Keywords: multidrug resistance, efflux pump, membrane protein, proteoliposome, macro-molecular assembly

Introduction

In Gram-negative bacteria, efflux transporters play a major role in the emergence of antibiotic
resistance thanks to their ability to export drugs out of the cell (Nikaido, 2009). They are organized as
tripartite systems where the RND pump (member of the Resistance, Nodulation, cell Division family)
is located in the inner membrane and works in conjunction with a periplasmic protein belonging
to the MFP family (Membrane Fusion Protein family), and an outer membrane channel (from the
OME, outer membrane factor family). The cytoplasmic inner membrane protein acts as an energy-
dependent pump with broad substrate specificity. The outer membrane protein acts as a porin
whereas the third one is thought to stabilize the whole complex. The understanding of these pumps
has been largely improved thanks to the publication of high-resolution structures of the various com-
ponents (Hinchliffe et al., 2013) but the overall mechanism of assembly as well as the stoichiometry
of assembly is still a matter of controversy. Two main models have been suggested for a complete

Abbreviations: 8OG, beta-octyl glucopyranoside; DDM, dodecyl maltoside; EthB, Ethidium bromide. DOPC,
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; DOPE, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine; RND, Resistance,
Nodulation, cell Division family; OMEF, outer membrane factor family; MFP, Membrane Fusion family; ITC, isothermal
titration calorimetry; SPR, surface plasmon resonance.
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description of the pump assembly. In the first one there is a
direct docking of the RND protein on the OME. In this model,
three or six copies of the MFP stabilize the complex. This direct
docking model has been comforted by the characterization of
a direct interaction between AcrB and TolC by cross-linking
(Tamura et al., 2005; Symmons et al., 2009; Weeks et al., 2010)
and by in vitro surface plasmon resonance (SPR; Tikhonova et al.,
2011). A second model where the MFP, assembled in a funnel-
like conformation with a stoichiometry of 6- 12 copies acts as a
bridge between the RND and the OME, has been comforted by
recent electron microscopy studies (Trépout et al., 2010; Du et al,,
2014; Kim et al., 2015). This controversy builds up on a series of
biochemical and biophysical characterizations. Indeed it is known
for long that a genuine tripartite complex can be purified, without
prior cross-linking, simply by using a hexahistidine tag on each of
the proteins (Tikhonova and Zgurskaya, 2004). The assembly can
be also studied in vivo, by screening mutants and assessing their
ability to restore resistance against antibiotics (see, e.g., Nehme
and Poole, 2007) or by taking advantage of the sensitivity of bac-
terial cells to vancomycin, a very large antibiotic that cannot pen-
etrate the cell by slow passive diffusion (Bavro et al., 2008): Gram
negative bacteria are not sensitive to vancomycin but become so
if the OMF were to open upon assembly, thereby allowing the
antibiotic to diffuse inside the cell. This strategy has been used
to study the efflux pump MtrC-MtrD-MtrE (respectively MFP-
RND-OMF) from Neisseria gonorrhoea (Janganan et al., 2013).
The assembly has also been studied in vitro by isothermal titration
calorimetry (ITC), a technique that allowed for the evaluation
of the affinity between components and the establishment of a
four-stage model where four sequential, non-cooperative, binding
sites are suggested (Touzé et al., 2004). Following similar lines,
the assembly of the whole complex has been studied by (SPR;
Tikhonova et al., 2011). Upon injection of the protein partners
(premixed or in a sequenced manner) on a biochip onto which
AcrB was adsorbed, they could monitor assembly in real time.
The tripartite complex successfully formed only when the partners
were mixed in following a specific sequence of events.

In spite of the valuable and continued efforts for understand-
ing how a tripartite efflux pump assembles, the development
of original solutions compatible with medium-high screening of
inhibitors is lacking. Antibiotic resistance is an increasing threat
complicated by the scarcity of new anti-infective drug families
under development. Hence, finding new ways to inhibit efflux
pumps is a very promising and important endeavor because it
was shown that such inhibitors restore the activity of antibi-
otics (Lomovskaya et al., 2006; Pages and Amaral, 2009). Lately,
we have described a new protocol where transport through the
whole pump could be monitored by use of proteoliposomes and
respective fluorescent probes liable to report the activity of each
partner of the pump (Verchere et al., 2015). As a complementary
approach we present here a new strategy that allows investigating
the formation of efflux pumps.

Materials and Methods

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) and 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(cap ~ biotinyl;

DOPE, cap biotin) were purchased from Avanti Polar Lipids
(reference: 850375C and 870273C, respectively). SM, Bio-beads
were obtained from Bio-Rad (reference 152-3920). n-dodecyl-p-
D-maltopyranoside (DDM) and n-octyl-8-D-glucopyranoside
(8-OG) was purchased from Anatrace (reference D310LA and
0311, respectively).

Production, Purification of MexB

MexB was purified following the protocol described in
(Mokhonov et al., 2005), with minor modifications. Heterologous
expression was performed in a C43 AAcrB strain. A pre-culture
was grown overnight at 37°C under agitation at 200 rpm and
inoculated at ODggponm = 0.05 in 2xTY medium containing
100 pg/mL of ampicillin. Cell were grown to ODgoonm = 0.6
at 30°C at 200 rpm and then cooled down at 4°C for 30 min.
Isopropyl B-D-1- thiogalactopyranoside (IPTG) was added
(I mg/mL final) and growth was continued overnight at 20°C.
Cells were then lysed thanks to a cell-disrupter (Cell-D from
Constant LTD) at 4°C after two passages at 2.4 kbar. Membranes
were collected upon centrifugation at 100,000 g during 1 h at
4°C. Solubilization was performed overnight at 4°C in 10 mM
Bis-Tris pH 7.4; glycerol 20%, 10 mM imidazole and 500 mM
NaCl at a 2:1 detergent-to-protein ratio (protein concentration
was determined using the Bicinchoninic acid test from Sigma).
Purification was performed by affinity chromatography followed
by a gel filtration (superose 6 HR, GE).

Production, Purification of MexA

MexA was purified following the protocol described in (Akama
et al., 2004) with minor modifications. Heterologous expression
was performed in a C43 AAcrB strain. A pre-culture was grown
overnight at 37°C under agitation at 200 rpm and inoculated
at ODgoonm = 0.05 in 2xTY medium containing 25 pg/mL of
chloramphenicol. Cell were grown to ODsgonm = 0.6 at 30°C at
200 rpm and then cooled down at 4°C for 30 min. Arabinose
was added (0.02% final, w/v) and growth was continued during
2.5 h at 30°C. Cells were then lysed thanks to a cell-disrupter
(Cell-D from Constant LTD) at 4°C after two passages at 2.4
kbar. Membranes were collected upon centrifugation at 100,000 g
during 1 h at4°C. Solubilization was performed overnight at room
temperature in 20 mM Tris-HCI pH 8, glycerol 10%, 15 mM imi-
dazole at a 40:1 detergent-to-protein ratio (protein concentration
was determined using the Bicinchoninic acid test from Sigma).
Purification was performed by affinity chromatography followed
by a gel filtration (superose 6 HR, GE). A truncated form of MexA
“cysteine-less,” named MexAnp, without its first 24 residues, has
been generated in the laboratory in order to produce and purify a
non-palmitoylated, soluble version of the protein.

Production, Purification of OprM

OprM is purified following the protocol described in (Phan
et al.,, 2010) with minor modifications. In brief, the procedure
was exactly that described above for MexA except that an addi-
tional solubilization step is added on the membrane pellet: N-
octylpolyoxyethylene (CgPOE) is added (2% final, w/v) and the
mixture was incubated 30 min at 37°C. CsPOE is a detergent
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that has been shown to specifically solubilize bacterial inner
membranes.

Production, Purification of the RNA Scaffold
Purification of the RNA scaffold, dubbed ref-f, was performed
as described in Ponchon et al. (2013). Heterologous expression
was achieved in XL1 cells. A pre-culture was grown 10 h at 37°C
under shaking at 200 rpm and inoculated at ODggonm = 0.05 in
LB medium containing 100 pg/mL of ampicillin. Cell were grown
overnight to ODgoonm = 3 at 37°C at 200 rpm. The expression of
ref-f is induced by the addition of 1 mM of IPTG. After 3 h, cells
were centrifuged at 7000 g, during 20 min at room temperature.
Pellets were re-suspended in 1L of buffer containing 20 mM Tris,
200 mM NaCl and centrifuged at 7000 g, during 20 min, again
at room temperature. Pellets were re-suspended in 40 mM of
MgSOy4, 50 mM NasCitrate pH 5.6. RNA was extracted upon incu-
bation with 40 mL of phenol during 2 h under gentle stirring at
room temperature. The mixture was centrifuged 15 min at 3200 g.
The supernatant was incubated with two volumes of ethanol and
1/20 of NaCl 5 M, a precipitate was formed and the mixture was
centrifuged 5 min at 3200 g. The pellet was dried under the fume
hood for 5 min and 10 mL of distilled water was added. The RNA
was then purified by anion exchange chromatography.

Preparation of Unilamellar Vesicles

A mix of lipids consisting of DOPC and DOPE with cap biotin at
a 20:1 w/w ratio were dissolved in 25 mM HEPES pH7, 100 mM
K550, and 2 mM MgSO, to a final concentration of 1 mg/mL.
The suspension was then heated for 10 min at 37°C. This solution
was then sonicated for 10 min with 30" pulse/30’ pause cycles.
Liposomes were subsequently passed through 200 nm membranes
and then 100 nm membranes thanks to an extruder from Avanti
(20 pass for each type of membrane). The homogeneity of the
suspension was controlled by Dynamic Light scattering (DLS,
Nanosizer Malvern).

Reconstitution of the Proteins

Liposomes were first solubilized at a 1:1 detergent to lipid ratio
(w/w). Solubilization was performed using 3-OG for 1 h at 20°C
under gentle agitation. Proteins were added to the solubilized
liposome suspension at the following lipid-to-protein ratio (w/w):
MexB 1:20; MexA, 1:30; OprM, 1:20. OprM proteoliposomes were
prepared in the presence of ref-f at 3 mg/ml: MexAB proteolipo-
somes were prepared the presence of 3 mM pyranine. Detergent
removal was achieved upon 3 consecutive additions of Bio-beads
(previously washed with methanol, ethanol and water) at a Bio-
bead: detergent ratio of 20 (w/w) for at 1 h at 20°C, followed
by an eventual addition, overnight, at the same ratio. MexAB
proteoliposomes were purified from untrapped pyranine using a
PD-10 desalting column (GE Healthcare). OprM proteoliposomes
were purified from untrapped RNA using source Q column (GE
Healthcare).

The efficiency of the reconstitution is controlled by running a
discontinuous sucrose gradient formed of five layers (60, 20, 10,
5 and 2.5% sucrose). After ultracentrifugation of liposomes on
this sucrose gradient overnight at 100,000 g, non-incorporated

proteins are found at the bottom of the tube, while proteoli-
posomes are trapped at a sucrose interface that corresponds to
their intrinsic density. Empty liposomes are recovered higher in
the gradient. Different gradient fractions are collected gently and
analyzed on SDS-PAGE using Coomassie staining.

Ethidium Bromide Transport

Ethidium bromide (EthB) transport was measured as previously
described (Verchére et al.,, 2015). Fluorescence measurements
were conducted at 25°C using a SAFAS-Xenius spectrofluorime-
ter. The measurements were performed using the dual-wavelength
mode, with excitation and emission wavelengths set at 300 nm and
600 nm, respectively, for the recording of EthB fluorescence and
at 455 nm and 509 nm for the recording of pyranine fluorescence.
Bandwidths were set at 10 nm. 100L of OprM proteoliposomes
and 100 nL of MexAB proteoliposomes were mixed and diluted
with 800 L of the liposome reconstitution buffer (25 mM Hepes
pH7, 100 mM K;SO4, 2 mM MgSOy). The system was then incu-
bated until a steady baseline was obtained. EthB was then added
at 5uM and a pH jump was performed after 20 min incubation.

Pull Down Assay

100 pL of the respective liposomes were mixed and the suspension
was then complemented with 800 of the liposome reconstitu-
tion buffer (25 mM Hepes pH7, 100 mM K,SO4, 2 mM MgSO,),
when the assembly is performed under non-energized conditions
(see § Investigation of the assembly) or with 800puL of a buffer
containing 20 mM Mes Tris pH6, 100 mM K;SO4, 2 mM MgSO,4
when the assembly is performed under pH gradient conditions
(see § Liposome pull down as a complementary approach to a
transport assay, below). Both buffers have been tuned in order to
have the same osmolarity, as measured by a cryoscopic Osmome-
ter (Fisher Scientific, reference: 11900557). Then, the liposomes
are incubated for 20 min at room temperature. Finally, 5 WL of
MagStrep resin (MagStrep “type2HC” high capacity beads, IBA)
at 5% (50 mg/mL) was added and the suspension was then placed
on a magnetic separator (IBA, ref. 2-1602-000) in order to mag-
netize down the MexAB-biotin enriched-proteoliposomes and
their potential interacting partner. Within a couple of minutes,
the target proteins are specifically pelleted. The corresponding
pellets were washed twice with 1 ml of 100 mM Tris HCI pHS,
150 mM NaCl before being resuspended directly in a 5X acry-
lamide gel loading buffer. The proteins were revealed on 10% gels
by Laemmli-type SDS-PAGE (Laemmli, 1970) and stained with
Coomassie blue.

Results

Investigation of the Assembly

Streptavidin- or streptactin-coated beads are classically used to
purify biotinylated proteins, or proteins containing a strep tag,
by affinity chromatography procedures. Here, we take advantage
of streptavidin-coated magnetic beads to specifically sediment
MexAB proteoliposomes containing biotinylated lipids. As can be
seen Figure 1, when MexAB proteoliposomes are preincubated
with OprM proteoliposomes, OprM is eventually found in the
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FIGURE 1 | MagStrep-mediated pulldown of proteoliposomes allows for
an identification of the formation tripartite complexes. Lane 1 contains
molecular mass markers (PageRuler Prestained Protein Ladder from Thermo
Scientific, #26616). Detergent-purified MexA, MexB, OprM are loaded (2-5 g
protein per lane) onto a 10% SDS-PAGE Laemmli gel as reference (lanes 2, 3,
and 4, respectively) and stained with Coomassie Blue. Proteoliposomes

containing MexA and MexB (lane 5), MexA and MexBp4oyn (lane 6), MexB alone
(lane 7), or MexB in the presence of a soluble version of MexA (lane 8) were
mixed with proteoliposomes containing OprM as described in the Material and
Methods section. Liposomes were sedimented and the pellets were mixed with
5 L loading buffer before being loaded on the gel. The samples were not boiled
in order to avoid aggregation of the membrane proteins.

pellet after sedimentation by the streptavidin-coated magnetic
beads, thereby providing a clear evidence of the assembly in vitro
(see the presence of MexA, MexB, and OprM, lane 6, by com-
parison with the protein standards lane 2, 3, and 4, respectively).
Note that in addition to the presence of OprM itself, one can
see complexes of very high molecular mass in the upper part of
the gel. These complexes were extracted from the gel, incubated
for 1.5 h in water at room temperature and treated under mild
heating conditions (60°C for 15 min in SDS PAGE loading dye).
This revealed that the high molecular mass complexes were OprM
aggregates (data no shown). As a control, we have performed the
same experiment in the absence of MexA. MexA is a periplasmic
protein that is covalently attached to the membrane via a lipid

anchor. When MexB is reconstituted in the absence of MexA,
OprM is not found in the pellet (lane 7), in accordance with the
well-documented role of MexA on the formation of the pump.
Interestingly, when a soluble version of MexA is added on the
latter system, the formation of the complex is not restored (lane
8). Once again, this result is reminiscent with studies that showed
that the absence of the lipid anchor severely impairs the ability
for the efflux pump to form (Ferrandez et al., 2012). It must be
put forward that the soluble version of MexA does not restore
the ability to form the complex but is nevertheless able to bind to
MexB, as both MexA and MexB are identified on lane 8. Finally, we
also decided to study if the complex can form if the experiment is
performed in the presence of an inactive version of MexB, mutated
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FIGURE 2 | The pull down assay can be adapted in conditions
mimicking the transport. (A) Dual wavelength fluorescence
monitoring of transport. Fluorescence measurements were conducted
with excitation and emission wavelengths set for the recording of EthB
and pyranine fluorescence. OprM proteoliposomes and of MexAB
proteoliposomes were mixed and incubated with EthB (5 uM) and a
pH jump, indicated by an arrow, was performed after 20 min
incubation. The concomitant fluorescence variations of pyranine (see
A, red trace) and EthB (see A, blue trace) is the proof of actual
transport of the substrate from one vesicle to the other.

(B) MagStrep-mediated pulldown of proteoliposomes under
conditions of a pH gradient. The liposomes used in the experiment
shown (A) were enriched with biotinylated lipids in order to investigate
the kinetics of the tripartite complex assembly in the context of
transport. Samples were prepared as described in the Material and
Methods section and were incubated for 20 min before being diluted
with a buffer containing 20 mM Mes Tris pHB, 100 mM K,SO,, 2 mM
MgSO; in order to generate a pH gradient. Streptavidin-coated
magnetic beads were then added either immediately (to) or after a
5-min incubation (t = 5 min).

in the proton relay pathway (D407N mutant, Guan and Nakae,
2001; Su et al., 2006; Takatsuka and Nikaido, 2006), and in the
presence of the palmitoylated version of MexA. Lane 5 shows

that the complex does form in this condition showing that the
mutation, located in the transmembrane part of the protein, does
not affect the formation of the pump.

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

June 2015 | Volume 6 | Article 541


http://www.frontiersin.org/Microbiology/
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Microbiology/archive

Enguéné et al.

Reconstitution of an efflux pump in proteocliposomes

Liposome Pull Down as a Complementary
Approach to a Transport Assay

We have previously shown that transport through the whole tri-
partite pump can be measured thanks to the use proteoliposomes
loaded with fluorescent probes that report the activity of MexB
and OprM (Verchere et al., 2015). In brief, MexA and MexB
are reconstituted in proteoliposomes containing pyranine, while
OprM is reconstituted in another kind of proteoliposome in which
RNA is encapsulated. Besides, EthB, a substrate of the pump that
has DNA-intercalating properties is incubated with the proteins.
Pyranine is a pH-dependent probe which fluorescence decreases
when pH decreases. EthB fluorescence increases significantly
upon intercalation into nucleic acids. Because the pump is ener-
gized by the proton motive force (Thanassi et al., 1997; Li et al.,
1998; Zgurskaya and Nikaido, 1999), transport can be triggered
by generating a change in the pH in the external medium (the pH
jump is indicated by an arrow, Figure 2A). Efflux is monitored by
measuring the simultaneous fluorescence variations of pyranine
(see Figure 2A, red trace) and EthB (see Figure 2A, blue trace):
the concomitant fluorescence variations indicate actual transport
of the substrate from one vesicle to the other (the increase of EthB
fluorescence is ascribed to the intercalation into RNA), mediated
by an active transport through the pump (the decrease of pyranine
fluorescence is the result of proton counter-transport, hence the
acidification of the liposome, by MexB). If the same experiment
is now performed in the presence of proteoliposomes where the
MexABp4o7n inactive mutant is used, both the pyranine and EthB
fluorescence signals remain steady (see Verchere et al.,, 2015).
The liposomes used in the experiment shown Figure 2A were
enriched with biotinylated lipids in order to investigate the kinet-
ics of the tripartite complex assembly in the context of transport,
using the pull-down protocol on the very same proteoliposome
preparation. To that purpose the proteoliposomes were incubated
as described in the previous paragraph except that the buffer
used to dilute the liposomes was now more acidic than that in
which the proteoliposomes were prepared. As a consequence, a
pH gradient is generated across the liposome membrane. As can
been seen Figure 2B, the tripartite complex is observed upon
generation of the pH gradient, as OprM is detected together with
MexA and MexB (see “MexAB samples” prepared at ty). However,
after transport has reached steady state (i.e., within a couple of
minutes), the complex has seemingly disappeared. Indeed, OprM
does no longer interact with MexAB (see the “MexAB samples”
prepared at t = 5 min). Interestingly, when the same experiment
is performed in the presence of the D407N mutant, the complex
remains stable (see “MexABpaoyn samples” prepared at to and at
t = 5 min).

Discussion

An Original Technique Allowing to Monitor
Transport and Assembly

The formation of the macromolecular complex formed by MexA,
MexB, and OprM has been studied for long, by use of various
biochemical and biophysical techniques. Theses studies made it
possible to understand key aspects of the mechanism of an efflux

pump but they are rather demanding in term of protein quantity
(ITC) and methodology (in SPR, the target protein must be
attached on the sensor chip and must remain stable throughout
the whole titration experiment). As presented here, our protocol
is much more versatile, it is compatible with a medium-large
screening of potential inhibitors as it does not require large
amounts of protein (typically 10 pg of protein is necessary for one
measurement). Finally, this protocol can be scaled up in 96-wells.
In such a case, SDS-PAGE would not be the best identification
option but we have adapted the protocol by using OprM proteoli-
posomes enriched with lipids grafted with a rhodamine function.
In such a context, the purple color of the liposomes remains in
the supernatant when the complex is not formed, the purple color
being lost in the pellet if the complex forms (data not shown).
Hence, the assembly could be simply monitored by colorimetry.
Our methodology finds its limit in being only qualitative. Indeed,
the variability of the efficiency of reconstitution, and the repro-
ducibility of the procedure (washing of the pellets, resuspension
in the loading buffer) precludes from any quantitative conclusion.
Hence, we can not claim any information on the stoichiometry.

Role of MexA

The results presented Figure 1 show that MexA is absolutely
necessary for the assembly, a result in accordance with previous
results. Tikhonova et al. (2011) showed that if an His-tag is located
on AcrA or AcrB, a tripartite complex can be purified in mea-
surable quantities from bacterial native membranes. However, if
the His-tag is placed on TolC, only traces of the complex are
purified. AcrA is thus indispensable for AcrB to co-fractionate
with OprM (Tikhonova and Zgurskaya, 2004). The interaction
between the different partners has also been investigated using
ITC, which allows evaluating the affinity between two compo-
nents (Touzé et al., 2004). When the interaction between AcrB and
TolC is investigated by ITC measurement, no stable interaction is
detected. This was interpreted by the fact that AcrA is required for
the interaction between AcrA and TolC.

Finally, the efflux pump MtrC-MtrD-MtrE (respectively MFP-
RND-OMF) from Neisseria gonorrhoea has also been intensely
investigated in vivo by Janganan et al. (2013). They made use of
vancomycin susceptibility to monitor the assembly of the OMF
with its RND and MFP partners (Janganan et al., 2013). Gram
negative bacteria are not susceptible to vancomycin but become
so if the OMF were to open and let the antibiotic diffuse inside
the cell. Interestingly if the MFP is expressed together with the
OME, cells become sensitive to vancomycin, meaning that the
MFP is required for the OMF to open. Note that, it was shown
that a truncated version of the MFP, consisting of the alpha helical
hairpin domain only, is not able to open the OME Finally the
assembly of the whole complex was monitored by SPR (Tikhonova
et al, 2011), showing that AcrA-AcrB and AcrA-TolC complexes
can be detected. If palmitoylated AcrA and TolC are premixed and
then injected on AcrB adsorbed on solid support, the complex
does not form, probably because TolC inhibits the interaction
between AcrB and AcrA.

The reason for the fact that the soluble MexA does not restore
the formation of the complex remains an open question. It could
very well be that this construction is intrinsically unable to make
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the pump assemble but one can also imagine that this inability
to form a complex is purely thermodynamic. Indeed, the lipid
anchor may be present for restricting the diffusion of the protein
to a two-dimensional space, thereby allowing a more probable
interaction with MexB. However, the role of the N-terminal lipid
part of AcrA, was investigated in real time by SPR (Tikhonova
et al,, 2011) and it was shown that when the MFP lacks its lipid
anchor, no oligomerization of the MFP is detected. Considering
that AcrA binds AcrB as a dimer, it seems probable that the lipid
anchor has a genuine effect on the assembly. We have to stress that
the observation that the soluble version of MexA is nevertheless
able to bind MexB (see Figure 1, lane 8) is in contradiction with
the fact that Tikhonova et al. showed that the binding of soluble
AcrA to AcrB is very weak at pH7.5 and pH6.

Role of pmf on the Assembly

We show that the mutation within the proton relay pathway does
not impair the assembly, which indicates that the efflux pump
assembly does not require transport activity. Again, this result
is in line with the work of Tikhonova and Zgurskaya regarding
the assembly of the AcrAB-TolC pump from native bacterial
membranes (Tikhonova and Zgurskaya, 2004) where they showed
that if the corresponding non-functional mutant of AcrB (AcrB
Asp408Ala) is expressed, the complex is still co-purified. Besides,
if the proton motive force is disrupted in the cells (using CCCP,
valinomycin and/or nigericin) the complex is also co-purified.

Role of pmf on the Disassembly

In a remarkable series of papers, Bavro et al. (2008) previously
investigated the energy dependence of the pump assembly, by
use of non- functional mutants of MtrD mutated in residues
involved in the proton-transducing pathway (Asp405, Asp406,
and Lys948). If these mutants are expressed with the MFP and
the OME cells remain insensitive to vancomycin; indicating that
the efflux pump must dissociate under the proton motive force.
Although very elegant, this conclusion is indirect and is realized
in the context of the bacteria where additional factors could be
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suspected. Figure 2 provides direct and non-ambiguous support
for the fact that the proton motive force indeed promotes dis-
assembly of the complex, as evidenced by i) the disappearing of
OprM when the wild type pump has reached its steady state and
ii) by the maintaining of the assembly when the D407N mutant,
defective in proton translocation, is used.

Conclusion

We were able to detect the assembly of an efflux pump after it has
been reconstituted into proteoliposomes. We could discriminate
between conditions that allow, or favor, the formation of the
complex and could also confirm that MexA is mandatory for the
assembly to take place. Hence, this is in accordance with several
studies obtained in recent years on that matter. Our reconstitution
method and the subsequent characterization approach described
in the present work allow us to consider further studies of recon-
stitutions including proteins mutated at various positions, in order
to shed light on the actual determinants of transport in a simple
system in a bottom-up approach.
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RESULTATS ET DISCUSSION Chapitre 3

5. Spécificité de la résistance aux aminoglycosides chez P. aeruginosa:

Caractérisation structurale et fonctionnelle de la pompe MexX — MexY

Les protéines membranaires constituent 50 % des cibles des molécules utilisées dans
le domaine thérapeutique. Le nombre de structures de protéines membranaires a
considérablement augmenté en une vingtaine d’années, on dénombre actuellement 3 278
structures de protéines membranaires sur les 76 911 structures disponibles dans la PDB, soit
4,26 %. Ces protéines sont cependant difficilement surexprimées par les systémes
d’expression, leur caractérisation structurale reste donc un défi, car elle nécessite la

production de quantités de protéine conséquentes.

A ce jour, seules 3 structures de transporteurs RND ont été résolues, les structures
d’AcrB, de la pompe AcrAB-TolC d’E. coli (Murakami & al, 2002), de MexB, de la pompe
MexAB-OprM de P. aeruginosa (Sennhauser & al, 2009) et de MtrD, de la pompe MtrCDE de
Neisseria gonorrhoeae (Bolla & al, 2014). La structure du transporteur CusA d’E. coli a quant
a elle été résolue en complexe avec son partenaire MFP CusB (Su & al, 2014). Le
transporteur MexY, de la pompe MexXY-OprM de P. aeruginosa présente un intérét
particulier dans la caractérisation structurale et fonctionnelle des transporteurs RND. En
effet, cette pompe inductible est impliquée dans la résistance intrinseéque et spécifique de P.
aeruginosa aux aminoglycosides. Sa surexpression de facon recombinante chez E. coli est
cependant toxique pour la bactérie et différentes stratégies ont été mises en ceuvre afin de

permettre sa production.

5.1. Production de MexY a partir du vecteur d’expression pASK-IBA2
5.1.1. Expression

Afin d’exprimer le transporteur RND MexY, la protéine a été cloné a I'aide du vecteur
d’expression pASK-IBA2. Le choix de ce vecteur a été orienté par la présence de la séquence
signal de la porine OmpA. Cette séquence permet le bon adressage des protéines a la

membrane interne. Plusieurs tests d’expression du transporteur MexY ont été réalisés
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précédemment, notamment en diminuant la température d’induction, en faisant varier la
concentration de l'inducteur, ou encore en utilisant des vecteurs d’expression tels que le
vecteur pET28a (Thése de G. Phan, Université Paris Descartes, 2008), mais la surexpression
de la protéine s’est cependant avérée toxique pour la bactérie. Les tentatives de
surexpression a I'aide du vecteur pBAD33, ou encore en procédant a une optimisation de
codons afin de favoriser I'expression chez E. coli s’étant également avérés infructueuses,
nous avons émis I’hypothése d’une absence d’adressage de la protéine a la membrane, qui
conduirait a sa dégradation, d’ou le défaut d’expression. L’ajout d’une séquence d’adressage

nous a donc semblé étre une meilleure alternative.

Le transporteur, cloné a l'aide du vecteur pASK-IBA2 est surexprimé de fagon
recombinante chez E. coli, a I'aide de la souche C43AacrB, grace a un promoteur Tet,
inductible a I'anhydrotétracycline (AHT). Cette souche, délétée du transporteur RND
endogene d’E. coli AcrB, permet de prévenir toute contamination, AcrB étant un analogue de
MexY possédant une étiquette histidine naturelle au sein de sa séquence protéique. Elle
permet également de s’affranchir de la toxicité liée a la production des protéines
membranaires. L'expression est induite sur la nuit a 18°C afin d’améliorer le rendement de

production.

5.1.2. Purification

La protéine est extraite des membranes internes d’E. coli, en présence de DDM et
purifiée grace a deux étapes de chromatographies (affinité et exclusion stérique). Chaque
monomere correspond a une masse moléculaire moyenne d’environ 110 kDa. Cependant, la
protéine, produite avec un faible rendement de 20 pg/ litre de culture, est éluée dans le
volume mort de la colonne comme le montre le profil d’élution de la Figure 112, obtenu
apres chromatographie d’exclusion stérique. L’analyse des fractions sur gel SDS-PAGE
montre que le pic majoritaire correspond a une protéine éluée sous forme agrégée, les

échantillons restant dans les puits.
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Figure 112 : Profil d’élution de MexY en chromatographie d’exclusion stérique, a partir du vecteur pASK-
IBA2. La protéine est majoritairement éluée dans le volume mort de la colonne (pré-calibrée), sous forme
agrégée. Une faible proportion de protéines est éluée sous forme soluble et correspond a la forme
monomeérique. L’analyse de la fraction majoritaire sur gel SDS-PAGE montre une accumulation de protéines
agrégées dans le puits et le haut du gel. Les échantillons n’ont pas été chauffés afin de préserver la forme
trimérique mais la protéine migre majoritairement sous forme monomeérique, les agrégats étant probablement
dissociés par le SDS, ce qui indique la faible stabilité du trimére. A : agrégats. M : monomere. T : trimére.

Ce résultat a été confirmé par des images de microscopie électronique réalisées par
I’équipe d’Olivier Lambert a l'institut de Chimie et Biologie des Membranes et des Nano-
objets (CBMN) de Bordeaux, avec qui nous collaborons. Ces images montrent que,
contrairement a MexB qui est purifiée sous forme soluble avec des trimeres parfaitement

isolés, MexY est purifiée sous forme agrégée (Fig. 113).
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Figure 113 : Images de microscopie électronique de MexB (A et B) et de MexY (C). MexB est purifiée sous
forme soluble avec des trimeres parfaitement isolés. Une moyennation des images enregistrées est
représentée sur la vue (B) alors que MexY, cloné a partir du vecteur pASK-IBA2, correspond a des objets trois
fois plus gros (voir échelle), correspondant donc a des agrégats (C).

La faible proportion de protéines purifiées sous forme soluble est cependant éluée a
un volume d’élution correspondant a une protéine de 100 — 150 kDa, ce qui correspond, non
pas a la forme trimérique mais a un monomére. On retrouve également cette forme

monomérique au cours de I'analyse sur gel SDS-PAGE au cours de laquelle les échantillons
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ont été déposés sur gel en présence de SDS, sans dénaturation préalable par la chaleur (a 95
°C). Nous avons montré précédemment (§ 1.1.1 et 2.1.1) que ce procédé permet de
préserver la forme native (trimérique) des canaux OprN et OprM. Ces résultats montrent
qgue la forme trimérique de MexY est peu stable, tout comme cela avait déja été observé
précédemment pour MexB. Cette instabilité semble étre une caractéristique des
transporteurs RND, ce qui ajoute une difficulté supplémentaire a I'étude structurale de ces

transporteurs lorsqu’ils ne sont pas insérés dans une membrane.

Il a été montré que des structures d’analogues de MexY (AcrB et MexB) ont été
résolues a partir de protéines purifiées en présence d’'imidazole additionnée dés I'étape de
solubilisation. La purification de MexY a l'aide de I'étiquette Strep Il n‘implique pas l'usage
d’imidazole au cours de la purification. Nous avons donc décidé d'en ajouter aux tampons
utilisés des I'étape de la solubilisation, soit 10 mM d’imidazole pH 8, afin de prévenir la
formation d’agrégats. Mais ce traitement n’a pas eu I'effet escompté et la protéine demeure

sous forme agrégée.

Nous avons par ailleurs procédé a la purification du transporteur en présence ou en
absence de glycérol, en faisant varier le pH, la force ionique, ou encore en présence de
différents détergents sans réussir a prévenir la formation ou a dissocier les agrégats. Nous
avons émis I’hypothese d’un mauvais repliement de la protéine et afin de le vérifier, nous
avons procédé a des mesures de dichroisme circulaire afin de déterminer la composition en
structures secondaires des échantillons analysés. La prédiction de structure de MexY indique
gue, tout comme MexB, le transporteur est majoritairement constitué d’hélices a. Le profil
obtenu, présenté par la Figure 114, correspond au profil d’'une protéine majoritairement
repliée en hélices a avec des bandes négatives présentant des minima a 208 nm et a 222
nm, minima caractéristiques de ce type de structure secondaire, indiquant ainsi que la
protéine est parfaitement structurée, apres dilution et centrifugation. Malheureusement, ce
traitement ne peut pas étre appliqué a grande échelle pour obtenir un lot de protéine pur et

homogene pour réaliser des tests de cristallisation.

Les différentes stratégies employées afin de produire le transporteur MexY ayant été

infructueuses, nous avons décidé de changer de vecteur.
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Figure 114 : Spectre de dichroisme circulaire de MexY, cloné a partir du vecteur pASK-IBA2 réalisé a partir de
deux concentrations (0,94 mg/mL en violet et 0,47 mg/mL en rouge). Le spectre de gauche correspond au
spectre attendu pour les différentes structures secondaires, le spectre de droite a celui de MexY.

5.2. Production de MexY a partir du vecteur d’expression pET-11a

5.2.1. Expression

Les genes codant pour le transporteur MexY et son partenaire MFP MexX sont portés
par le méme opéron chez P. aeruginosa. Nous avons donc envisagé I'hypothése que
I’expression et le bon repliement du transporteur seraient dépendants de I'expression et de
la présence de MexX. Nous avons donc reconstitué un opéron synthétique, en vue d’une co-
expression, a I'aide d’un vecteur bicistronique contenant la séquence de MexY avec MexX en
amont de la séquence du transporteur. La séquence intergénique est constituée d’un linker
de 15 nucléotides correspondant a la séquence intergénique de l'opéron natif chez P.
aeruginosa. Nous n’avons cependant pas réussi a exprimer la protéine, ceci étant
probablement di au fait que le promoteur est situé en amont de la séquence de MexX, ce
qui ne permet pas une transcription simultanée, mais plutét une transcription séquentielle

des deux cistrons. Il est possible que des structures secondaires se forment au niveau de la
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séquence intergénique de I’ARNm, empéchant ainsi l'initiation de la traduction. Nous

sommes donc passés a un nouveau vecteur optimisé, le vecteur pET-11a.

Ce vecteur, qui nous a été fourni par I'’équipe du Pr Nakae (Université de Kitasato,
Japon), est un vecteur bicistronique, également construit sur la base de I'opéron natif de P.
aeruginosa, qui permet la co-expression de MexY et de MexX. Seul le transporteur MexY
porte une étiquette poly-histidine afin de faciliter sa purification ultérieure. A la différence
de notre construction, ce vecteur comporte une séquence intergénique constituée de deux
linkers séparés par une séquence RBS (ou séquence Shine-Dalgarno, SD), correspondant au
site de fixation du ribosome (Fig. 115). Le 1°" linker, constitué de 17 nucléotides et situé en
amont de la séquence SD, permet d’éviter la formation de structures secondaires stables au
sein de '’ARNm, car la présence d’une région codante non structurée en 5’ est nécessaire
pour des taux d’expression élevés (Mokhonova & al, 2005). Le second linker est quant a lui
constitué de 9 nucléotides et situé en aval de la séquence SD. L'intérét de ce linker réside
dans le fait qu’il a été montré que le nombre de nucléotides entre la séquence SD et le
codon initiateur ATG affectent de fagon variable les taux d’expression et que la présence
d’une séquence de 7- 10 nucléotides permet d’augmenter les taux d’expression (Mokhonova
& al, 2005). La séquence SD native de MexY a quant a elle été remplacée par la séquence SD
canonique GAGGA. La protéine, clonée a I'aide du vecteur pET-11a a été surexprimée de
facon recombinante chez E. coli, comme décrit précédemment (§ 2.1.1), a I'aide de la souche

C43AacrB.
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Figure 115 : Représentation de la région codante du vecteur bicistronique pET-11a utilisé pour I'expression
de MexY. MexY et son partenaire MFP MexX sont représentés par les rectangles gris, avec MexX cloné en
amont de la séquence du transporteur, en aval du promoteur T7. Les séquences correspondant a la séquence
canonique Shine-Dalgarno (RBS) ainsi que le second codon (qui contribue a stabiliser la protéine) sont indiqués
en-dessous de la carte du vecteur. (Adapté de Mokhonova & al, 2005, Biochemical and Biophysical Research
Communications).

5.2.2. Purification et essais de cristallisation

La protéine est purifiée cette fois sous forme soluble, suivant les conditions décrites
précédemment (§ 2.1.2), a partir des membranes internes d’E. coli et en présence de DDM.
Elle est produite avec un rendement dix fois supérieur aux précédentes tentatives, soit 0,25
mg / litre de culture. Le profil d’élution aprés chromatographie d’exclusion stérique ainsi que
I'analyse sur gel montrent que la protéine est majoritairement purifiée sous forme

monomérique (Fig. 116).

Au cours des premiers essais de purification, réalisés en présence de sarkosyl, MexY a
été co-purifiée avec une protéine qui a été identifiée grace a une analyse par spectrométrie
de masse comme étant MexX (Fig. 116). Par contre, en purifiant le transporteur par la
méthode classique en présence de DDM, MexY n’est pas co-purifiée avec son partenaire

MFP MexX.
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Figure 116 : Profil d’élution de MexY en chromatographie d’exclusion stérique, a partir du vecteur pET-11a.
La protéine est majoritairement éluée sous forme soluble, avec un pic majoritaire correspondant au volume
d’élution d’un monomeére. L’analyse de la fraction majoritaire sur gel SDS-PAGE, sans dénaturation thermique
préalable, montre que la protéine migre majoritairement sous forme monomérique, ce qui confirme la faible
stabilité du trimére observée précédemment. MexB sert de référence et MexY semble étre co-éluée avec
MexX. A : agrégats. M : monomeére. T : trimére.

Ces résultats semblent indiquer que, méme si I'expression de MexX est nécessaire
pour I'expression du transporteur sous forme soluble, I'interaction entre les deux protéines
n’est, soit pas suffisamment forte pour purifier le complexe bipartite qui est par conséquent
dissocié au cours de la purification, soit favorisée ou déstabilisée suivant la nature du
détergent. Cette interaction pourra étre caractérisée par des méthodes adaptées telles la
titration par calorimétrie (ITC) afin de déterminer le degré d’affinité des deux protéines ainsi
que l'effet de la nature du détergent sur la stabilité de I'interaction, le transporteur étant

dorénavant produit sous forme soluble.
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Les fractions éluées ont été concentrées a 6 mg/mL, en vue de démarrer les essais de
cristallisation. Les tests de cristallisation ont été réalisés a 18°C a partir de trois kits
commerciaux [MemGold™ (MD1-39), MemGold2™ (MD1-63) et MemStart™/MemSys™ HT-
96 (MD1-33)] mais aucune piste sérieuse n'a pu étre obtenue a ce jour (Fig. 117). Il faudra
donc certainement continuer a optimiser le protocole de purification de MexY afin de
stabiliser le trimere, en modifiant certains parameétres tels que la délipidation au cours de la

purification ou encore la nature du détergent.

Figure 117 : Pistes de cristallisation de MexY.
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6. Modélisation des mutants cliniques de la B-lactamase AmpC

En parallele a notre étude sur les pompes a efflux de P. aeruginosa, nous avons
procédé a la modélisation de mutants cliniques de la B-lactamase AmpC, en collaboration
avec le laboratoire hospitalo-universitaire de Bactériologie de Besangon, suite a la demande
du Pr Patrick Plésiat. Ce laboratoire étant déclaré "Centre National de Référence de la
Résistance aux Antibiotiques", une de ses missions est de prélever et caractériser des
souches isolées de patients. lls ont notamment analysé des crachats de patients atteins de

la mucoviscidose collectés dans 21 établissements hospitaliers francais.

Ces souches présentent une résistance accrue aux pénicillines et aux céphalosporines
liée a une surexpression de la B-lactamase AmpC. P. aeruginosa, comme de nombreuses
bactéries Gram négatif, posséde une B-lactamase endogéne inductible, AmpC, qui lui
confére une résistance naturelle a de nombreuses molécules dont les aminopénicillines et
les céphalosporines de 1° et de 2" génération. La surexpression de cette enzyme permet
d’étendre son spectre d’activité a d’autres B-lactamines telles que certaines pénicillines
(pipéracilline, ticarcilline), des monobactames (aztréonam) et des céphalosporines de 3¢™¢ et
4¢me génération (respectivement ceftazidime et céfépime). Face au développement de
nouvelles B-lactamines, de nouvelles B-lactamases a spectre étendu, les ESACs (Extended
Spectrum AmpCs) ont émergé, réduisant ainsi |'efficacité de ces antibiotiques mais
également celle des combinaisons d’antibiotiques ou d’antibiotiques-inhibiteurs tels que la
combinaison pipéracilline-tazobactam ou ceftolozane-tazobactam. La caractérisation des
mutants cliniques constitue donc un outil idéal pour le développement de nouvelles B-

lactamines ou encore d’inhibiteurs d’AmpC.

L’équipe du Pr Patrick Plésiat a collecté 35 souches cliniques (31 ESACs et 4 non-
ESACs) et I'analyse génomique de ces souches a permis d’identifier 17 mutations d’AmpC. La
sensibilité des différents variants, renommés PDC-x, a été analysée en présence de
différentes B-lactamines, notamment des pénicillines (pipéracilline, ticarcilline), des
céphalosporines de 3°™Me et 4®me génération (respectivement ceftazidime et céfépime), des
combinaisons antibiotiques-inhibiteurs (ceftolozane-tazobactam), des monobactames

(aztréonam) et des carbapénémes (imipénéme et méropénéme) (voir article, page 262).
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Les mutants d’AmpC analysés présentent un polymorphisme de séquence avec une
redondance de 7 positions (Fig. 118). La variation d’acides aminés au niveau de ces
différentes positions est également retrouvée chez la souche sauvage de référence PA14 et

n’affecte donc pas de fagon significative I’activité enzymatique d’AmpC.
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Figure 118 : Polymorphisme de la séquence protéique de la B-lactamase AmpC chez des isolats cliniques et
environnementaux de P. aeruginosa. (Adapté de Berrazeg & al, 2015, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy).

Les différentes mutations observées affectent de facon variable la sensibilité de P.
aeruginosa a la ticarcilline, a I'aztréonam, a la céfépime et a la combinaison pipéracilline-
tazobactam et 20-23 des mutants analysés présentent une résistance accrue a la ceftazidime
et a la combinaison ceftolozane-tazobactam respectivement (2 a 64 fois supérieure a celle

de la souche de référence PAO1) (Tableau 16).
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Tableau 16 : Profil de résistance de la souche 4098 de P. aeruginosa, délétée de la B-lactamase AmpC et
complémentée avec des génes mutés de blaampc. (Adapté de Berrazeg & al, 2015, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy).

Afin de localiser les différentes mutations observées et d’évaluer leur effet possible
sur la résistance, nous avons modélisé les différents variants de P. aeruginosa caractérisés
par I'’équipe du Pr Patrick Plésiat, en mutant les résidus concernés a l'aide du logiciel
MacPymol. La structure d’AmpC de P. aeruginosa (souche de référence PAO1), résolue en
complexe avec un substrat au niveau de son site actif (code PDB 2WZZ) a servi de modele
pour I'étude de ces mutants. En fonction de leur localisation structurale et de leur effet sur
la sensibilité de P. aeruginosa aux différentes B-lactamines testées, les différentes mutations

ont été classées en quatre groupes (Fig. 119) :
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+ les mutations du groupe |, localisées au niveau de I'extrémité C-terminale de la
boucle Q et de I'hélice a adjacente d’AmpC augmentent la résistance de P.
aeruginosa a la ticarcilline, a I'aztréonam, a la ceftazidime et a la combinaison
ceftolozane-tazobactam. Ces mutations affectent de fagon variable la sensibilité a la
céfépime et a la combinaison pipéracilline-tazobactam. La boucle Q, qui correspond a
I'un des domaines qui constituent le site actif, est impliquée dans la fixation de la
chaine latérale R1 des B-lactamines. Cette boucle a été décrite comme étant le site
présentant le plus grand nombre de mutations impliquées dans |’extension du
spectre d’activité des B-lactamases et ces mutations sont conservées chez de
nombreuses bactéries Gram négatif telles qu’E. coli. L’analyse structurale n’a
cependant pas permis d’expliquer 'effet des mutations sur la résistance observée en

présence des B-lactamines testées.

4+ Les mutations du groupe I, localisées au niveau du domaine R2 d’AmpC
(principalement au niveau de I’hélice H10 et de I’extrémité N-terminale de la boucle
R2), correspondent a des délétions. Ces mutations affectent I'activité catalytique
d’AmpC, notamment I’hydrolyse des céphalosporines de 3™ et de 4°™e génération.
Elles contribuent a I'augmentation de la résistance de P. aeruginosa a la ceftazidime,
a la céfépime et a la combinaison ceftolozane-tazobactam. Ces mutations
contribuent a augmenter le volume du site actif, permettant ainsi I’hydrolyse de B-

lactamines possédant une chaine latérale R2 volumineuse.

+ Les mutations du groupe Ill, localisées au niveau de la boucle conservée YSN,
augmentent la résistance de P. ageruginosa a la ceftazidime et a la combinaison
ceftolozane-tazobactam. Ces mutations empéchent l'interaction par stacking des
résidus aromatiques de I'extrémité de I’hélice H5 et de la boucle a3- a4, provoquant
ainsi un mouvement de la boucle qui permet d’élargir la poche de fixation du

substrat, contribuant ainsi a modifier la spécificité de substrats d’AmpC.

4+ Les mutations du groupe IV correspondent aux mutations du résidu catalytique
conservé Asn347. Ce résidu contribue a la reconnaissance et a la fixation du substrat
au niveau du site actif. Sa mutation pourrait donc affecter le positionnement du

substrat au cours de I’hydrolyse.
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Figure 119 : Représentation de la structure de la B-lactamase AmpC de P. aeruginosa (en bleu) en complexe
avec un inhibiteur (en vert). Les régions qui constituent le site actif sont représentées en jaune pour la boucle
oméga, en rose pour I'hélice H10, en violet pour la boucle R2 et en marron foncé pour la boucle YSN. Les
résidus impliqués dans la résistance liée aux ESACs sont indiqués en fonction des groupes auxquels ils
appartiennent : le groupe | en orange, le groupe Il en rose, le groupe lll en beige et le groupe IV en rose pale.
(Adapté de Berrazeg & al, 2015, Antimicrobial Agents and Chemotherapy).

L'ensemble des résultats montre que P. ageruginosa est capable de développer de
nouveaux systemes de résistance et de s’adapter a des B-lactamines efficaces utilisées dans
les traitements anti-Pseudomonas, notamment des céphalosporines de 3¢M¢ et de 4°éme
génération. Cette résistance implique des mutations de sa céphalosporinase endogene
AmpC et ces mutations émergent localement chez une variété de clones cliniques sans

implication de I'hypermutabilité des souches.
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Mutations in -Lactamase AmpC Increase Resistance of Pseudomonas
aeruginosa Isolates to Antipseudomonal Cephalosporins

M. Berrazeg,® K. Jeannot,® Véronique Yvette Ntsogo Enguéné,® I. Broutin,? S. Loeffert,® D. Fournier,? P. Plésiat®

French National Reference Center for Antibiotic Resistance, University Hospital of Besancon, Besancon, France®; Laboratoire de Cristallographie and RMN Biologiques,
CNRS UMR8015 and Université Paris Descartes, Paris, France®

Mutation-dependent overproduction of intrinsic 3-lactamase AmpC is considered the main cause of resistance of clinical strains
of Pseudomonas aeruginosa to antipseudomonal penicillins and cephalosporins. Analysis of 31 AmpC-overproducing clinical
isolates exhibiting a greater resistance to ceftazidime than to piperacillin-tazobactam revealed the presence of 17 mutations in
the B-lactamase, combined with various polymorphic amino acid substitutions. When overexpressed in AmpC-deficient P.
aeruginosa 4098, the genes coding for 20/23 of these AmpC variants were found to confer a higher (2-fold to >64-fold) resistance
to ceftazidime and ceftolozane-tazobactam than did the gene from reference strain PAO1. The mutations had variable effects on
the MIC:s of ticarcillin, piperacillin-tazobactam, aztreonam, and cefepime. Depending on their location in the AmpC structure
and their impact on 3-lactam MICs, they could be assigned to 4 distinct groups. Most of the mutations affecting the omega loop,
the R2 domain, and the C-terminal end of the protein were shared with extended-spectrum AmpCs (ESACs) from other Gram-
negative species. Interestingly, two new mutations (F121L and P154L) were predicted to enlarge the substrate binding pocket by
disrupting the stacking between residues F121 and P154. We also found that the reported ESACs emerged locally in a variety of
clones, some of which are epidemic and did not require hypermutability. Taken together, our results show that P. aeruginosa is
able to adapt to efficacious 3-lactams, including the newer cephalosporin ceftolozane, through a variety of mutations affecting

its intrinsic B-lactamase, AmpC. Data suggest that the rates of ESAC-producing mutants are =1.5% in the clinical setting.

Pxeudomonas aeruginosa is a well-known cause of acute and
chronic infections in fragile patients. One of the most remark-
able traits of this opportunistic pathogen is its ability to evolve and
become resistant to many antibiotics through a variety of muta-
tional and transferable mechanisms (reviewed in reference 1).
Some mechanisms tend to prevent the interaction of drugs with
their cognate cellular targets, while others result in drug inactiva-
tion (1). Like several other Gram-negative species, P. aeruginosa
harbors a chromosomal drug-inducible gene, bla ¢, encoding a
wide-spectrum class C 3-lactamase (2). This enzyme contributes
to the natural resistance of the microorganism toward labile and
inducing molecules, such as aminopenicillins, first- and second-
generation cephalosporins (3). More importantly, when overpro-
duced as a result of mutations altering the peptidoglycan recycling
process, AmpC becomes a major cause of resistance to widely used
antipseudomonal penicillins (ticarcillin and piperacillin), mono-
bactams (aztreonam), and third-generation (ceftazidime) and
fourth-generation (cefepime) cephalosporins (4-7). The so-called
“derepressed mutants” are common in the clinical setting and
account for a large proportion of strains resistant to ceftazidime
and cefepime in various studies (8—11). This worrisome situation
has called for the development of new B-lactams such as ceftolo-
zane and novel AmpC inhibitors such as avibactam that show
promising activities against this type of mutants (12, 13).

Class C B-lactamase variants showing unusual substrate spec-
ificities (named ESACs for extended-spectrum AmpCs) have been
characterized in several Gram-negative pathogens (14). However,
because of the high sequence polymorphism of AmpC in P.
aeruginosa (affecting more than 22% of its amino acid residues),
the occurrence of ESACs in this species has remained largely un-
explored (15). This study demonstrates that such variants have
potential therapeutic implications as they are responsible for a
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higher resistance to ceftazidime and ceftolozane-tazobactam than
to piperacillin-tazobactam in clinical strains.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions. Thirty-five (31
ESACand 4 non-ESAC) strains of P. aeruginosa isolated between 2009 and
2014 in 21 French hospitals and health care facilities were used in this
study as sources of different AmpC variants, named PDCs for Pseudomo-
nas-derived cephalosporinases. These strains were referred to the French
National Reference Center (NRC) for Antibiotic Resistance (University
Hospital, Besangon, France) for analysis of their resistance mechanisms to
B-lactams and were found to produce AmpCs differing from that of ref-
erence strain PAO1 (16) by at least one amino acid residue. Strain PA14
(17) was used as the source of PDC-34. The resistance phenotypes con-
ferred by the cloned bla,,,,,, genes were assessed in strain 4098, an AmpC-
deficient mutant from PAO1 (18), while the impact of enzymes PDC-1
and PDC-3 on carbapenem susceptibility was investigated more specifi-
cally in mutant PAO1AoprD (19), which lacks the carbapenem-specific
uptake porin OprD. The PBP4-deficient mutant PAO1AdacB (6), which
constitutively overproduces PDC-1, was used as a control in MIC exper-
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iments. In addition, 44 nonredundant, antibiotic-susceptible strains of P.
aeruginosa, including 39 isolates from the University Hospital of Besan-
con and 5 isolates from surface waters of eastern France, were selected
from the laboratory collection to investigate the sequence polymorphism
of AmpC in wild-type P. aeruginosa. Molecular biology experiments were
performed with Escherichia coli DH5a (Life Technologies) as the recipient
strain. The bla, . genes were cloned into the broad-host-range plasmid
vector pUCP24, kindly supplied by Herbert Schweizer (Colorado Univer-
sity) (20). Bacteria were cultivated at 35 = 1°C on Mueller-Hinton (MH)
agar (Bio-Rad) supplemented with gentamicin (5 wg/ml for E. coli and 50
pg/ml for P. aeruginosa) to maintain pUCP24 and its derivatives where
needed.

Drug susceptibility testing. MICs (shown as = susceptible [S] break-
point/= resistant [R] breakpoint) of ticarcillin (16/128 pg/ml), piperacil-
lin-tazobactam (16-4/128-4 pg/ml), ceftazidime (8/32 jg/ml), cefepime
(8/32 pg/ml), ceftolozane-tazobactam (breakpoints pending), aztreonam
(8/32 pg/ml), imipenem (2/8 pg/ml), and meropenem (2/8 pg/ml) were
determined with and without 250 or 1,000 pg/ml cloxacillin using cus-
tomized Sensititre plates, according to the instructions of the manufac-
turer (Thermo Fisher Scientific). All plates were incubated at 35 = 1°C for
18 = 2 h with inocula of 10’ CFU/ml. The strains were considered “sus-
ceptible” (S), “intermediate” (I), or “resistant” (R) to the tested drugs in
reference to the Clinical and Laboratory Standards Laboratory (CLSI)
breakpoints (21).

Molecular typing of the strains. The epidemiological relatedness of
the clinical P. aeruginosa strains was studied by multilocus sequence typ-
ing (MLST) based on the allelic variations of 7 housekeeping genes,
namely, acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA, and trpE (22). The isolates
were assigned a sequence type (ST) number according to the allelic pro-
files available in the MLST Database (http://pubmlst.org/paeruginosa).

Analysis and cloning of bla,,, . genes. Genomic DNA was extracted
and purified from the clinical strains by using QIAamp DNA minikit
(Qiagen). For sequencing purposes, the bla,,,c genes were amplified by
PCR with primers SeqAmpC-PA14-Fwl1 (5'-TGGGGTCGAACCAATCT
CTA-3"), SeqAmpC-PA14-Fw2 (5'-CAGATCCGCGACTACTACCG-
3’), SeqAmpC-PA14-Rvl (5'-ACGTCGAGGTGGGTCTGTT-3'), and
SeqAmpC-PA14 Rv2 (5'-CTCATGGCACCATCATAGCC-3"). The am-
plicons were sequenced using the BigDye Terminator chemistry on an
automated ABI 3730 sequencer (Applied Biosystems), and the resulting
data were edited using BioEdit 7.1.9 software (Tom Hall, North Carolina
State University, Raleigh, NC). For cloning purposes, the bla,,,,c genes
were PCR amplified and cloned into plasmid vector pUCP24, as already
described (23). After a DNA sequencing step ensuring that no mutations
had been introduced during PCR amplification, the resulting pPDC plas-
mids were transferred by electroporation (Bio-Rad MicroPulser) into P.
aeruginosa 4098. Transformants were selected on MH agar supplemented
with gentamicin, the selection marker for pUCP24, and characterized as
to their resistance levels to selected B-lactams. Plasmids pPDC-1 and
pPDC-3 were further electroporated into porin OprD-deficient mutant
4098AoprD.

RT-qPCR experiments. For the reverse transcription-quantitative
PCR (RT-qPCR) experiments, the bacterial strains were cultivated aero-
bically to the mid-log phase in drug-free Mueller-Hinton broth. Their
total RNA content was extracted and reverse transcribed as described by
Dumas etal. (24). The expression of gene bla ,,,,c and housekeeping gene
uvrD was then assessed in a Rotor Gene RG6000 instrument (Qiagen,
Courtaboeuf, France) by using the intercalating dye Rotor-Gene SYBR
green (Qiagen) and primer pairs AmpC1l/AmpC2 and UvrD1/UvrD2,
respectively (24, 25). Sequence alignment analysis confirmed the absence
of base mismatch between the primers and the target genes, ensuring
efficient PCR amplification. The mRNA levels of bla,,, . were normal-
ized with those of uvrD for each strain and expressed as a ratio (fold
change) to that of wild-type strain PAO1, used as the reference. Mean gene
expression values were calculated from two independent bacterial cul-
tures, each assayed in duplicate.
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FIG 1 Amino acid sequence polymorphism of B-lactamase AmpC among
nonredundant clinical (n = 39) and environmental (n = 5) antibiotic-suscep-
tible strains of P. aeruginosa.

Structure-function analysis of AmpCs. The AmpC sequence, corre-
sponding to the genomic locations 4594029 to 4595222 on strain PAO1,
was extracted from the Pseudomonas Genome Database (http://www
.pseudomonas.com/). A BLAST search was performed, choosing the
Protein Data Bank (PDB) as the search database (http://blast.ncbi.nlm
.nih.gov/), resulting in 43 PDB structures presenting an E value lower
than 107'°° and 11 with an E value between 10~ "' and 10™*. Among
them, those presenting a B-lactamase in complex with a molecule in its
active site were selected and superposed on the structure of PAO1
AmpC (PDB code 2WZZ). In order to evaluate the possible effect of
the different observed mutations, all of the corresponding positions
were mutated using PyMOL on the 2WZZ structure. All the structural
figures were drawn using Pymol software (PyMOL Molecular Graphics
system [http://pymol.sourceforge.net/]).

Accession numbers. The sequences of bla,,, . genes corresponding
to the following PDCs have been deposited in GenBank under the

accession numbers shown in parentheses: PDC-73 (KR057742),
PDC-74 (KR057743), PDC-75 (KR057744), PDC-76 (KR057745),
PDC-77 (KR057746), PDC-78 (KR057747), PDC-79 (KR057748),
PDC-80 (KR057749), PDC-81 (KR057750), PDC-82 (KR057751),
PDC-83 (KR057752), PDC-84 (KR057753), PDC-85 (KR057754),
PDC-86 (KR057755), PDC-87 (KR057756), PDC-88 (KR057757),
PDC-89 (KR057758), PDC-90 (KR057759), PDC-91 (KR057760),

PDC-92 (KR057761), and PDC-93 (KR057762).

RESULTS AND DISCUSSION

Sequence polymorphism of P. aeruginosa AmpC. Amino acid
substitutions G1D/V, A29T, R53Q, A71V, T79A, K82E, Q129R,
L150R, V179L, V3301, and G365A have been reported to occur in
AmpC enzymes produced by (-lactam-resistant strains of P.
aeruginosa, compared with the mature (i.e., after cleavage of the
26-amino-acid-long signal peptide) protein from reference strain
PAOL1 (26, 27). In this study, analysis of the coding sequence of
bla, . genes from 44 antibiotic-susceptible strains isolated at the
hospital (n = 39) or in natural environments (n = 5) showed the
same amino acid variations described above at positions 1, 53, 71,
79, 150, 179, and 365 (Fig. 1). Given that most of these substitu-
tions are present in the enzyme of wild-type reference strain PA14
(Table 1), collectively, these results support the notion that such a
polymorphism has little or no impact on the enzymatic activity of
AmpC (i.e., as it is found in both bacteria susceptible to and bac-
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TABLE 1 Amino acid variations in the sequences of PDC enzymes

Residue at amino acid position shown”

Strain(s) PDC 1 19 29 71 79 100 121 129 150 154 175 179 213 216 221 223 290 291 292 293 294 295 330 347 365
Wild-type AmpC
producers
PAO1" PDC-1 GV AATR F Q L P MV V G E Y T P M A L Q V N G
14.2028 PDC-3 A
13.1642 PDC-8 A R
13.1781 PDC-24 A A
PA14Y PDC-34 D T A R L A
11.773 PDC-35 D vV A L A
ESAC producers
12.1227 and 12.1255 PDC-44 A P
10.257 PDC-50 A A
12.1285 PDC-73 A L
12.1111 and 13.1716  PDC-74 A R
12.1129 and 13.1727 PDC-75 A R 1
13.1415 PDC-76 A I
13.1404, 13.1696, and PDC-77 R
13.1760
11.571 PDC-78 H R
11.516 PDC-79 K
13.1737 PDC-80 G
13.1514 PDC-81 A L A
13.1770 PDC-82 A L L A
4836 PDC-83 A A A A
13.1482 PDC-84 A A A I A
12.961 PDC-85 A H A
13.1755 and 14.1999 PDC-86 D A L K 1 A
11.698 and 13.1775 PDC-87 D A L 1 I A
13.1601 PDC-88 D A L A A I A
09.236 PDC-89 D A L A A A A
13.1562 PDC-90 D A L A A A 1 A
11.813 PDC-91 D A L A A A A I A
12.1121 and 13.1389 PDC-92 D A L A A A
14.2036 PDC-93 D A L P A

“ The numbering of the amino acids refers to the mature protein from strain PAOL, after cleavage of the 26 N-terminal amino acid residues of the signal peptide. Variations
highlighted in boldface are considered common polymorphisms. The role of V19A has not been investigated specifically in this study.

b Reference strain of P. aeruginosa (http://v2.pseudomonas.com).

teria resistant to (-lactams). Consistent with this, the inter-
changeable amino acids appeared to be distant from the active site,
with residues at positions 1, 79, 129, and 365 being located on the
opposite surface and those at positions 29 and 179 being part of
secondary structure elements close to the surface that can easily
adapt the local mutations. Referring to the initial classification of
AmpC variants (from PDC-1 to PDC-10 for Pseudomonas-de-
rived cephalosporinases 1 to 10) established by Rodriguez-Marti-
nez et al. (26), variant PDC-1 (identical to that of PAO1 by defi-
nition) was found to be produced by 7 of the 44 wild-type strains
analyzed, PDC-3 by 6 strains, PDC-5 by 4 strains, PDC-7 by 2
strains, and PDC-8 by 8 strains, while the 17 remaining isolates
harbored various allelic combinations not reported in this classi-
fication scheme. The K82E and V3301 changes reported previ-
ously were not identified in the present collection (26).

Clinical strains with unusual resistance profiles. From 2009
to 2014, 2,040 clinical isolates of P. aeruginosa were referred to the
French National Reference Center for Antibiotic Resistance to
characterize their resistance mechanisms to antibiotics, mainly
B-lactams. Among these strains, 506 (24.8%) and 471 (23.1%)
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were found to produce extended-spectrum (-lactamases (ESBLs)
and carbapenemases, respectively, by phenotypic and molecular
biology techniques (unpublished data). In addition, 810 (37.7%)
strains recovering their susceptibility to penicillins and cephalo-
sporins when tested by the disk diffusion method on Mueller-
Hinton agar supplemented with class C inhibitor cloxacillin (2) at
1,000 pg/ml were considered AmpC-overproducing mutants.
Unlike these typical AmpC overproducers (as illustrated in Table
S1 in the supplemental material), 31 (1.5%) isolates that showed
rather uncommon resistance profiles characterized by a higher
resistance to ceftazidime than to piperacillin-tazobactam were in-
vestigated more extensively. None of them appeared to produce
transferable B-lactamases (data not shown).

According to the current CLSI breakpoints, 12.9% (n = 4) and
87.1% (n = 27) of these strains were intermediate and resistant to
ceftazidime, respectively, with MICs ranging from 16 to >512
pg/ml. Using the same breakpoints (8 pwg/ml = S and R = 32
pg/ml), ceftolozane combined with 4 pg/ml tazobactam per-
formed better, with 58.1% (n = 18),12.9% (n = 4),and 29% (n =
9) of strains being susceptible, intermediate, and resistant to the
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drug, respectively (MICs from 0.5 to >64 pg/ml). Categorization
of bacteria as S, I, and R for the other B-lactams tested was as
follows: ticarcillin, 6.4%, 9.7%, and 83.9%; piperacillin plus 4
pg/ml tazobactam, 48.4%, 35.5%, and 16.1%; aztreonam, 16.1%,
12.9%, and 71%; cefepime, 12.9%, 25.8%, and 61.3%; imipenem,
22.6%, 9.7%, and 67.7%; and meropenem, 19.4%, 29%, and
51.6%. In contrast to in vitro mutant PAO1AdacB, only 4 of the 31
strains recovered their susceptibility to ceftazidime (MIC, =8 g/
ml) in the presence of cloxacillin (see Table S1 in the supplemental
material).

Identification of new AmpC variants. Sequencing of gene
blas,pc revealed the occurrence of 23 different AmpC variants
(dubbed PDCs in the current nomenclature) among the se-
lected bacteria, including 21 new variants with respect to the 72
PDCs listed previously (15, 26) (Table 1). Seventeen so far
uncharacterized mutations at 15 amino acid positions were
combined with 0 to 5 variations presumed to be common poly-
morphisms (described above): R100H, F121L, P154L, M175L,
V213A, G216R, E221K/G, Y223H, AT290-AP291, AT290-
AM292, AT290-AA293, AL294-AQ295, L294P, and N347I
(Table 1). Of note, AmpC variant PDC-77 was produced by 3
strains, and PDC-44, PDC-74, PDC-75, PDC-86, PDC-87, and
PDC-92 were each expressed by 2 isolates, while the 16 remain-
ing variants were found in single isolates. RT-qPCR experi-
ments showed that all of the selected strains constitutively
overexpressed the bla,,,.c gene, with relative values ranging
from 4.4- to 2,895-fold (median 686-fold) compared with
wild-type strain PAO1. As noted previously (27, 28), no corre-
lation could be found between these expression levels and
B-lactam MICs, suggesting a posttranscriptional regulation of
AmpC production or the influence of undetermined resistance
mechanisms in individual strains. Interestingly, the bla,,,.c
transcripts were quantitatively lower (median, 162-fold) in
slow-growing bacteria isolated from cystic fibrosis (CF) pa-
tients than in bacteria from chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) patients (median 1,031-fold) or non-CF, non-
COPD patients (median, 906-fold).

Impact of PDCs on B-lactam MICs. The bla,,,, genes of 20
PDC enzymes harboring the various mutations were amplified by
PCR, cloned into the broad-host-range vector pUCP24, and over-
expressed in AmpC-deficient P. aeruginosa mutant 4098. The
same approach was used to clone the bla,,,c genes from PAO1
(PDC-1), PA14 (PDC-34), and 4 clinical strains presumed to
overproduce wild-type AmpCs (PDC-3, PDC-8, PDC-24, and
PDC-35) because of their greater resistance to piperacillin-tazo-
bactam than to ceftazidime (Table 1; see Table S1 in the supple-
mental material). As expected, the resistance levels to (3-lactams
conferred by these latter AmpC variants and by PDC-34 were
nearly identical to that provided by PDC-1, thus confirming the
absence of impact of the polymorphic variations G1D, A29T,
A71V, T79A, Q129R, L150R, V179L, and G365A individually or
collectively on the enzyme activity (PDCs of group 0 in Table 2).
Since T79A (T105A in the nonprocessed peptide) had previously
been found to be prevalent in carbapenem-nonsusceptible clinical
strains (29) and to weakly increase the catalytic activity of AmpC
in vitro on carbapenems (26), we overexpressed enzymes PDC-1
(T79) and PDC-3 (A79) in mutant 4098AoprD, reasoning that the
slow penetration of carbapenems into this porin OprD-negative
strain would potentiate the AmpC action and thus reveal slight
differences in resistance due to T79A. In agreement with other

October 2015 Volume 59 Number 10

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

P. aeruginosa ESACs

results (28), the variations at position 79 did not affect the resis-
tance of 4098AoprD to carbapenems (MICs of imipenem and
meropenem were equal to 4 and 2 pg/ml, respectively, with both
PDCs), clearly demonstrating that T79A does not broaden the
substrate spectrum of AmpC at least in vivo.

Based on their location in the three-dimensional (3D) struc-
ture of AmpC and their effects on B-lactam MICs, the other mu-
tations found in this study could be assigned to 4 distinct groups,
designated I to IV.

Group I PDCs. Group I mutations (V213A, G216R, E221K,
E221G, and Y223H) are located in the C-terminal region of the ()
loop and in the following a-helix (Fig. 2). Compared with PDC-1,
they increased the MICs of ticarcillin, aztreonam (except for PDC-
80, which contains E221G), ceftazidime, and ceftolozane-tazobac-
tam, with variable effects on resistance levels to piperacillin-tazo-
bactam and cefepime (Table 2). Remarkably, amino acid changes
at position E221 (K/G) had the greatest impact on the ceftolozane-
tazobactam MIC (=32 pg/ml ceftolozane). Reminiscent of these
results, AmpC-overexpressing, ceftolozane-tazobactam-resistant
clones exhibiting the E221K mutation together with F121L,
Q131R, and/or V330I were selected in vitro from a AmutS hyper-
mutator PAO1 mutant exposed to increasing drug concentrations
(23). The Q-loop region, which is part of the active site of the
enzyme and which accommodates the R1 side chain of the 3-lac-
tam nucleus, is a well-known hot spot for mutations able to extend
the substrate specificity of chromosome- or plasmid-encoded
class C B-lactamases (14). Interestingly, most of the mutated
amino acid residues found in P. aeruginosa AmpC mapped at the
same position or in the vicinity of residues previously reported as
cause of ESACs in other organisms, such as E. coli, Enterobacter sp.,
Serratia marcescens, and Acinetobacter baumannii (see details in
Table S2 in the supplemental material). It should be noted here
that the R1I00H change, which coexists with G216R in PDC-78,
slightly enhanced the enzyme activity against all the B-lactams
tested (compare the MICs conferred by PDC-74, -75,and -78). No
predictable explanation could be found by structural analysis as
this residue is situated at the surface of the protein on the back side
compared with the binding pocket (Fig. 2). With the exception of
PDC-50 which carries the V213A mutation, group I PDCs (PDC-
74, -75, -78, -79, -80, -84, -85, and -86) turned out to be poorly
antagonized by cloxacillin at 1,000 pg/ml. This observation is of
practical importance as tests using this AmpC inhibitor even at
high doses may fail to recognize clinical strains overproducing
such variants.

Group II PDCs. Group II relates to mutations, mainly dele-
tions, that are located in the R2 domain of AmpC (AT290-AQ295,
L294P), at or near positions already known to increase the hydro-
lytic activity of class C B-lactamases toward third- to fourth-gen-
eration cephalosporins (see Table S2 in the supplemental
material). Indeed, alterations occurring in this region, which cor-
responds to H-10, the N terminus of the R2 loop, are able to widen
the active site, making the enzyme more accessible to (3-lactam
molecules carrying a bulky R2 side chain (14). Consistent with this
notion and with respect to PDC-1, group II PDCs (PDC-44, -88,
-89, -90, -91, and -92) conferred higher resistance to ceftazidime,
cefepime, and ceftolozane-tazobactam, with no or a negative im-
pact on the MICs of penicillins and aztreonam (Table 2). Among
all of the ESACs identified in this study, the group II AmpC vari-
ants were associated with the highest resistance to cefepime (>64
pg/ml).
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TABLE 2 Susceptibility profiles of strain 4098 complemented with bla,,,,c genes

MIC (p.g/ml)*

PDC-producing strain TIC TZP ATM CAZ FEP CZIT Mutation(s)?
4098(pUCP24) 16 (8) 4(=2) 4(2) 1(1) 1(=0.5) 0.5 (=0.25)
4098(pPDC-1)° 64 (16) 64 (=2) 16 (2) 16 (1) 8 (1) 1(0.5)
Group 0
4098(pPDC-3) 64 (16) 64 (4) 16 (2) 16 (2) 8 (1) 1(0.5)
4098(pPDC-8) 64 (16) 32 (4) 16 (2) 8 (1) 4(1) 1(0.5)
4098(pPDC-24) 64 (8) 64 (<2) 16 (2) 16 (1) 8 (1) 1(0.5)
4098(pPDC-34) 64 (16) 64 (=2) 16 (2) 16 (1) 8 (1) 1(0.5)
4098(pPDC-35) 64 (16) 64 (4) 16 (2) 8 (1) 8 (1) 1(0.5)
Group I
4098(pPDC-50) 128 (16) 64 (4) 32 (4) 64 (2) 8 (1) 4(0.5) V213A
4098(pPDC-74) 256 (128) 8(4) 128 (32) >64 (32) 8 (4) 8 (4) G216R
4098(pPDC-75) 256 (128) 16 (8) 128 (32) >64 (64) 8(4) 8 (4) G216R
4098(pPDC-78) >512 (512) 32 (16) >128 (128) >64 (>64) 16 (16) 16 (16) G216R, R100H
4098(pPDC-79) 256 (128) 16 (16) 32 (16) >64 (64) 16 (8) 64 (32) E221K
4098(pPDC-80) 128 (64) 32 (16) 16 (8) 64 (16) 4(2) 32(8) E221G
4098(pPDC-85) 256 (64) 16 (4) 32(8) 32(8) 8(2) 4(4) Y223H
4098(pPDC-86) 256 (128) 16 (16) 32 (32) >64 (>64) 16 (8) >64 (64) E221K
Group II
4098(pPDC-44) 32 (16) 16 (4) 8(2) 64 (4) >64 (4) 2(0.5) L294P
4098(pPDC-88) 64 (16) 64 (4) 16 (2) 64 (2) >64 (4) 4(0.5) A(T290-P291)
4098(pPDC-89) 32 (16) 32(8) 16 (4) >64 (16) >64 (32) 8(2) A(T290-M292)
4098(pPDC-90) 16 (16) 16 (4) 8(2) >64 (8) >64 (16) 4(1) A(T290-M292)
4098(pPDC-91) 32 (16) 64 (8) 32 (8) >64 (16) >64 (64) 16 (2) A(T290-A293)
4098(pPDC-92) 32 (16) 32 (4) 16 (4) 64 (8) >64 (16) 4(1) A(L294-Q295)
Group III
4098(pPDC-73) 128 (16) 64 (=2) 32(2) 64 (2) 16 (1) 8 (1) P154L
4098(pPDC-81) 128 (16) 64 (=2) 16 (2) 64 (2) 16 (2) 8 (1) P154L
4098(pPDC-82) 128 (32) 32 (8) 16 (4) 64 (8) 8(2) 16 (8) F121L, M175L
Group IV
4098(pPDC-76) 32 (16) 16 (4) 16 (4) >64 (16) 16 (2) 4(1) N3471
4098(pPDC-87) 64 (16) 32(8) 32 (4) >64 (32) 32 (8) 8(2) N3471
Groups I + IV
4098(pPDC-84) 32 (16) 16 (4) 64 (16) >64 (64) 32 (8) 16 (4) V213A, N3471

@ Abbreviations: TIC, ticarcillin; TZP, piperacillin plus tazobactam at a fixed concentration of 4 wg/ml; ATM, aztreonam; CAZ, ceftazidime; FEP, cefepime; CZ/T, ceftolozane plus
tazobactam at a fixed concentration of 4 pg/ml. Shown are values from at least two independent experiments. Values in parentheses correspond to the MICs for bacteria grown in
the presence of 1,000 pg/ml cloxacillin. MIC values in boldface are at least 4-fold higher and those in italics are at least 4-fold lower than those for 4098(pPDC-1). MIC values of
imipenem and meropenem were equal to 0.5 and 0.25 pg/ml, respectively, for all strains tested.

? Shown are mutations different from common polymorphisms G1D, A29T, A71V, T79A, Q129R, L150R, V179L, V3301, and G365A.

€ bla pc genes cloned on broad-spectrum plasmid pUCP24.

Group III PDCs. P154 and F121, which are situated near the
conserved YSN loop (at the extremity of H-5 and in loop a3-a4,
respectively) are predicted to interact by making a stacking involv-
ing their aromatic side chains. According to this model, mutations
P154L and F121L that occur in PDC-73, -81, or -82 are expected to
abrogate this interaction, forcing loop a3-a4 to move away, en-
larging the substrate binding pocket, with consequent modifica-
tion of AmpC substrate specificity (Fig. 2). Supporting this hy-
pothesis, both mutations resulted in similar effects on B-lactam
MICs, with a strong increase in resistance of strain 4098 to cefta-
zidime and ceftolozane-tazobactam relative to PDC-1 (Table 2).
As mentioned above, F121L was already found to coexist with
group I mutation E221K in a ceftolozane-tazobactam-resistant
mutant selected in vitro; however, its contribution to the whole
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resistance of the mutant was not investigated further (23). M175L,
concurrent with F121L in PDC-82, is localized in H-6 sided to
H-6" involved in the substrate-binding site at the C terminus of
the () loop. Its mutation into leucine would require a small rear-
rangement of the surrounding region, but without clear knowl-
edge on the necessary movements. To our knowledge, mutations
at positions corresponding to P154 and F121 in P. aeruginosa
AmpC have not been identified in other class C B-lactamases.
Group IV PDCs. Group IV is characterized by the N3471 sub-
stitution as found in PDC-76, -84 (in combination with V213A),
and -87. Reminiscent of the phenotype associated with these
AmpC variants, N3471 was reported to increase the activity of
plasmid-determined enzyme CMY-2 and Enterobacter AmpC on
cephalosporins ceftazidime and cefepime (30, 31) (see Table S2 in
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FIG 2 Representation of the AmpC B-lactamase structure from the P. aeruginosa PAOI strain (light blue) in complex with an inhibitor (green) (PDB code
2WZZ) (41). The different structural regions lining the binding site are colored as follows: omega loop, yellow; helix H-10, pink; R2 loop, purple; and YSN, brick.
The amino acids highlighted in this study as playing an important role in ESAC emergence are colored in terms of the function of their pertaining group (see the
text): group I, orange; group II, pink; group III, wheat; and group IV, light pink. The two other mutants (M175L and R100H) found in combination with some

from the other groups are colored in blue.

the supplemental material). According to the results of site-di-
rected mutagenesis experiments and structural studies, the highly
conserved N347 (346 in E. coli AmpC) is part of the C,/C, carbox-
ylate recognition region that directly contributes to substrate po-
sitioning in the catalytic site of class C enzymes through hydrogen
bonding (32). How N347I affects this positioning and accounts
for the phenotype associated with group IV PDCs is unclear so far.

Because of the structural plasticity of class C B-lactamases, en-
abling them to accommodate new substrates when mutated in
specific regions, one could assume that coexistence of mutations
in several of these regions would further increase the activity of
AmpC enzymes toward newer cephalosporins and/or carbapen-
ems. Actually, this was not verified here, as the occurrence of two
ESAC-associated mutations in the same enzyme (PDC-84),
namely, V213A (group I) and N3471 (group IV), did not result in
significant additive effects on the levels of resistance to cephalo-
sporins and did not impact carbapenem MICs (Table 2).

Finally, the data presented above confirmed that the common
polymorphism, which also includes V3301 in P. aeruginosa, has no
or negligible impact on AmpC activity when combined with
ESAC-associated mutations (compare PDC-74 and PDC-75,
PDC-79 and PDC-86, PDC-89 and PDC-90, PDC-73 and PDC-
81, and PDC-76 and PDC-87 in Table 2).

Strain genotyping. The clonal relatedness of the 31 ESAC-
producing P. aeruginosa strains was investigated by MLST. The
bacteria could be grouped into 14 different sequence types (STs),
some of which correspond to widespread clonal complexes or
clones, such as ST175 (n = 5 isolates), ST235 (n = 3), ST260 (n =
1),ST298 (n = 1), ST308 (1 = 4), ST309 (1 = 1), and ST313 (n =
2) (33) (see Table S1 in the supplemental material). Interestingly,
most of the strains isolated in the context of cystic fibrosis ap-
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peared to belong to clones already found associated with this pa-
thology, suchas ST170 (n=1),ST242 (n = 2),ST282 (n = 2),and
ST274 (n = 4) (34-36). Our genotypic analysis also revealed the
occurrence of clonally related isolates producing PDC-44 (n = 2),
PDC-75 (n=2),PDC-87 (n = 2),and PDC-92 (n = 2) in distinct
institutions. With the exception of PDC-77 found in ST175 iso-
lates from 3 distant cities (i.e., which suggests a geographical dif-
fusion of a single clone), our results provide evidence that the
ESACs emerged locally in genotypically distinct and rather prev-
alent P. aeruginosa clones (see Table S1). Since 15 (48.4%) ESAC-
producing isolates came from chronically infected patients with
cystic fibrosis (n = 10) or chronic obstructive pulmonary disease
(COPD [n = 5]), we asked whether hypermutability, which is
common in these diseases (37), was required for the emergence of
ESAC-associated mutations, as suggested elsewhere (23, 38). Ac-
tually, only 1 (CF isolate 12.1111) out of 10 randomly selected
ESAC strains (the other 9 strains including 5 CF, 1 COPD, and 3
non-CF, non-COPD isolates) turned out to give rise to rifampin-
resistant mutants at rates significantly higher (=20-fold) than
those of reference strain PAO1 (10~ %) and to fit with the definition
of hypermutator (39; data not shown).

Conclusions. Despite differences in their amino acid se-
quences, class C B-lactamases share the same general structure
and conserved sequence motifs near the active-site serine (14). So,
it is not surprising per se that mutations occurring in specific re-
gions of the substrate binding pocket, such as the €} loop, the R2
domain, or the C-terminal domain, result in conformational
changes prone to enhance the catalytic efficiencies of these en-
zymes toward poor substrates. Like in other Gram-negative spe-
cies, these mutations increase the hydrolytic activity of P. aerugi-
nosa AmpC on cephalosporins (ceftazidime, cefepime, and/or
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ceftolozane), with mitigated effects on penicillins and/or aztreo-
nam (14). Our assumption that P154L and F121L (which appar-
ently belong to a new group of mutations) prevent the interaction
between P154 and F121, with consequent remodeling of the sub-
strate cavity, needs to be substantiated by crystallography experi-
ments. In this work, none of the ESACs studied could increase the
resistance of P. aeruginosa to carbapenems. Furthermore, con-
firming other data (28), we could not demonstrate any effect of the
T79A substitution on carbapenem MICs even in the low-outer-
membrane-permeability mutant 4098 AoprD, consistent with T79
being distant from the active site, at the surface of the protein, in a
hydrophobic environment showing no evidence of negative con-
sequence of replacing a threonine by an alanine.

The prevalence of ESAC-producing strains among clinical P.
aeruginosa isolates is still largely unknown. In the collection of the
French NRC, mainly composed of 3-lactam-resistant bacteria, 31
of 2,040 isolates (1.5%) were characterized as ESAC producers.
However, sequencing of gene bla ,,,,c was not systematic and only
applied to those strains exhibiting uncommon phenotypes
(higher resistance to ceftazidime than to piperacillin-tazobactam)
and devoid of secondary (-lactamases (ESBLs or carbapen-
emases), so we cannot rule out the possibility that the use of spe-
cific phenotypic criteria to screen for ESACs may miss bacteria in
which these variants are phenotypically masked by other resis-
tance mechanisms (e.g., active efflux pumps, penicillin-binding
protein [PBP] alterations). Alternatively, some ESACs may well be
responsible for phenotypes that are different from those reported
here. Interestingly, we examined the recently released AmpC se-
quences of 531 P. aeruginosa isolates collected in 25 different
countries and associated with multiple clinical situations (15).
This search revealed the presence of 9 strains (1.7%) harboring
several of the mutations described in this study (including 7
strains with V231A, 1 with L294P, and 1 with N3471). Therefore, if
one considers that still unreported ESAC-associated mutations
are likely to occur in the clinical setting, the prevalence of AmpC
variants should be higher than 2%. That AmpC variants confer-
ring high resistance to ceftolozane (in combination with tazobac-
tam) preexist the introduction of this AmpC-stable molecule into
clinical practice is of particular interest (40). Although clinical
data were not available in this study, one can assume that older
antipseudomonal cephalosporins (ceftazidime and cefepime)
cross-selected resistance to this new antibiotic. Therefore, in the
future it will be necessary to pay a special attention to the emer-
gence of ceftolozane-resistant mutants under treatment since
AmpC does not necessarily require hypermutability to give rise to
ESACs in P. aeruginosa. The use of cloxacillin as an AmpC inhib-
itor may fail to characterize these variants, which as shown here,
can potentially emerge in epidemic clones.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES



Ces travaux de these, dont |‘objectif était la caractérisation structurale et
fonctionnelle des pompes a efflux de P. aeruginosa, s’articulaient autour de trois principaux

axes :
4 la caractérisation structurale du canal OprN, de la pompe MexEF-OprN,

+ la caractérisation structurale et fonctionnelle de I'ouverture du canal OprM, des

pompes MexAB-OprM et MexXY-OprM,
+ |a caractérisation de la pompe MexXY, spécifique des aminoglycosides.

La pompe MexEF-OprN joue un réle prépondérant dans I'acquisition de la résistance
aux fluoroquinolones, classe d'antibiotiques la plus utilisée avec les B-lactamines. Nous
avons montré, grace a la résolution de la structure cristallographique du canal OprN, que la
protéine partage une architecture commune avec une autre OMF de P. aeruginosa (OprM),
mais également avec les OMFs d’autres bactéries Gram négatif. Elle présente cependant des
différences structurales, notamment au niveau du domaine équatorial qui a été décrit
comme étant la région d’interaction avec le partenaire MFP, mais également au niveau du
réseau d’interactions qui stabilisent la conformation fermée du canal et de la potentielle

surface d’interaction avec son partenaire MFP le long du domaine coiled-coil.

Son homologue OprM, ainsi que TolC d’E. coli ont été décrits comme étant des
protéines multifonctionnelles, capables de fonctionner avec différentes familles de
transporteurs. Des études d’interaction (cross-link, ITC, SPR) ou encore la construction de
mutants « gain de fonction », ainsi que la reconstitution de pompes natives ou chimériques
(notamment en protéoliposomes) pourront étre envisagées pour OprN afin d’identifier et de
caractériser les résidus qui sont responsables de la spécificité d’interaction avec ses
partenaires MexE et MexF ainsi que de I'ouverture du canal, et qui expliquent les différences
entre ce canal et les autres OMFs, notamment OprM. Des analyses sur gel natif, initiées par
L. Monlezun durant sa thése pour les protéines OprM et MexA, sont d’ores et déja en cours
afin de caractériser l'interaction OMF-MFP au sein de complexes bipartites natifs ou
chimériques. Cette étude pourra étre étendue aux complexes bipartites MFP-RND. Ces
complexes bipartites pourront également étre étudiés au niveau structural afin d’améliorer
la compréhension du mécanisme d’assemblage. Des essais de co-expression sont

actuellement en cours afin d’essayer de co-cristalliser les protéines OMF et MFP.

270



La structure d’OprN a cependant été résolue en conformation fermée comme pour
OprM. Or, le passage des substrats nécessite I'ouverture du canal. Afin d’identifier les
résidus impliqués dans cette ouverture, des mutants (simples, double et quadruple)
artificiellement ouverts d’OprM (dont la structure avait été résolue précédemment au
laboratoire par Gilles Phan), ont été analysés in vitro, par cristallographie et in vivo, par
complémentation. La structure cristallographique du quadruple mutant que nous avons
résolue peut étre assimilée aux premiéres étapes d’ouverture du canal. Elle a permis de
montrer un mécanisme d’ouverture séquentiel « iris-like », en accord avec les données
bibliographiques disponibles pour TolC d’E. coli ou encore MtrE de Neisseria gonorrhoeae. Le
canal reste cependant trop peu ouvert pour permettre une analyse poussée du mécanisme
d’ouverture, indigquant ainsi I'implication d’autres résidus. Il s’agira donc de générer de
nouveaux mutants permettant une ouverture plus importante. Le résidu Leud412, qui est
conservé au sein des OMFs de P. aeruginosa, semble constituer le dernier verrou a desceller
pour ouvrir le canal de facon conséquente. Des clonages sont actuellement en cours afin de
caractériser ce mutant aussi bien in vitro au niveau structural qu’in vivo au niveau

fonctionnel.

De plus, les analyses par complémentation in vivo, initiées par L. Monlezun au cours
de sa thése, ont permis de montrer des effets variables sur la résistance selon les résidus
mutés et les classes d’antibiotiques envisagées. Nous avons montré que, dans le vecteur
pUCP24, seul le quadruple mutant entraine une sensibilité accrue a la plupart des
antibiotiques testés chez la bactérie, a I'exception des aminoglycosides. Il serait intéressant
d’étudier ce mutant a l'aide de techniques complémentaires (ITC, SPR, gel natif,
reconstitution en protéoliposomes), en présence de ses partenaires. Par ailleurs, nous
disposons au laboratoire d’'une souche de P. ageruginosa délétée des 4 pompes majeures
impliquées dans la résistance aux antibiotiques (MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexEF-OprN,
MexCD-OprJ) ainsi que des pompes MexJK, TriABC et du canal OpmH, qui nous a été donnée
récemment par le Pr Helen Zgurskaya (Université d’Oklahoma, USA). Elle pourra étre utilisée
pour tester spécifiquement chacune des pompes d’intérét, sans ambiguité d’interprétation

due a la possible compensation de la bactérie par une surexpression des autres pompes.

En paralléle, nous nous sommes également intéressés au transporteur MexY de la

pompe MexXY. Apres plusieurs essais infructueux, nous avons réussi a exprimer le
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transporteur sous forme soluble, grace a la co-expression avec son partenaire MFP, en
utilisant un vecteur bicistronique. Cependant, le transporteur est purifié sans sa MFP et sous
forme de monomeére, ce qui rend difficile les essais de cristallisation initiés au cours de cette
these, car la protéine fonctionnelle est trimérique. Il s’agira donc de déterminer les
conditions qui permettent de stabiliser le trimére avant de réaliser les essais de
cristallisation. Une alternative sera de co-purifier le transporteur avec son partenaire MFP en
essayant de stabiliser le complexe. Actuellement, les deux protéines peuvent étre co-
purifiées, mais l'interaction ne semble pas suffisamment forte pour conserver le complexe
bipartite en présence des détergents classiques (DDM) utilisés au cours de la purification.
Une analyse de cette interaction pourra étre envisagée en présence de différents

détergents, afin de déterminer ceux qui stabilisent le complexe.

Bien que de nombreuses questions restent a élucider, ces travaux auront permis
d’apporter un éclairage nouveau sur le mode de fonctionnement commun mais également
sur les divergences entre deux pompes d’efflux au sein de P. aeruginosa et une pompe
d’efflux au sein d’E. coli. En effet, peu de données étaient disponibles chez P. aeruginosa,
notamment au niveau structural, car la pompe la mieux caractérisée a ce jour chez cette
bactérie reste la pompe MexAB-OprM. L’'élargissement des connaissances aussi bien
structurales que fonctionnelles sur les similitudes et les différences entre les pompes
d’efflux, permettra de développer des inhibiteurs capables de cibler de facon irréversible,
non pas une seule pompe, mais plusieurs d’entre elles. lls permettront ainsi de restaurer

I'efficacité de I'arsenal thérapeutique préexistant.
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Résumé

Les pompes d'efflux sont des complexes macromoléculaires qui permettent I'efflux
des antibiotiques a travers les deux membranes (interne et externe). Ces pompes,
spécifiques des bactéries Gram négatif, constituent I'un des acteurs majeurs du phénomene
de résistance aux antibiotiques, en contribuant ainsi a la résistance intrinseque et acquise de
ces bactéries a de nombreuses molécules utilisées en antibiothérapie. Chez P. aeruginosa,
ces pompes appartiennent pour la plupart a la famille des transporteurs RND. Ce sont des
complexes tripartites constitués d'un transporteur de la membrane interne (RND), d'un
adaptateur périplasmique (MFP) et d'un canal de la membrane externe (OMF). Ces
composants ont été caractérisés individuellement chez de nombreuses bactéries.
Cependant, les mécanismes qui régissent I'assemblage et la dissociation de la pompe,
essentiels pour son fonctionnement, demeurent mal compris. Nous nous sommes donc
intéressés au cours de ce travail aux pompes a efflux de Pseudomonas aeruginosa. Nous
avons notamment procédé a la caractérisation structurale du canal OprN de la pompe
MexEF-OprN impliquée dans la résistance aux fluoroquinolones et a la caractérisation
biophysique du transporteur RND MexY de la pompe MexXYOprM, spécifique des
aminoglycosides. Nous avons étudié en paralléle le mécanisme d'ouverture du canal OprM
seul in vitro (aspects structuraux) et in vivo (aspects fonctionnels) au sein de la pompe
assemblée. Nos résultats montrent que les OMFs de P. aeruginosa présentent des
similitudes avec les OMFs d'autres bactéries Gram négatif, mais également des différences,
notamment pour OprN et OprM au niveau de l'interaction avec leurs partenaires ou encore
pour OprM concernant I'ouverture du canal. Nous avons par ailleurs participé a I'étude in
vitro de I'assemblage et du transport a travers la pompe MexAB-OprM, reconstituée au sein
de protéoliposomes, confirmant l'importance de I'acylation de la MFP dans la formation du
complexe et montrant I'importance de la force proto-motrice dans I'assemblage de la pompe
mais pas dans sa dissociation. En paralléle de I'étude des pompes a efflux, nous nous
sommes intéressés a un autre systeme de résistance, impliqué dans la dégradation des
antibiotiques. Nous avons donc réalisé, en collaboration avec le Pr Patrick Plésiat
(laboratoire de Bactériologie de Besancon), la modélisation de mutants de la beta-lactamase
AmpC de P. geruginosa, permettant de lier les effets fonctionnels observés a des hypotheses

de modifications conformationnelles.

293



	Monlezun-fmicb15-OprM-2015.pdf
	New OprM structure highlighting the nature of the N-terminal anchor
	Introduction
	Materials and Methods
	Expression and Purification of OprM, MexAp, and MexAnp
	Labeling of the N-Terminal Amine
	Labeling of the N-Terminal Cysteine Sulfur
	Crystallization and Data Collection
	Data processing, Model Building, and Refinement
	Sequence Alignment

	Results
	Chemical Analysis of the Lipoyl Position
	OprM Crystal Structure in the C2 Space Group and Comparison with the Structure Solved in P212121

	Discussion
	Conclusion
	Author Contributions
	Acknowledgments
	Supplementary Material
	References


	
	Catch me if you can: a biotinylated proteoliposome affinity assay for the investigation of assembly of the MexA-MexB-OprM efflux pump from Pseudomonas aeruginosa
	Introduction
	Materials and Methods
	Production, Purification of MexB
	Production, Purification of MexA
	Production, Purification of OprM
	Production, Purification of the RNA Scaffold
	Preparation of Unilamellar Vesicles
	Reconstitution of the Proteins
	Ethidium Bromide Transport
	Pull Down Assay

	Results
	Investigation of the Assembly
	Liposome Pull Down as a Complementary Approach to a Transport Assay

	Discussion
	An Original Technique Allowing to Monitor Transport and Assembly
	Role of MexA
	Role of pmf on the Assembly
	Role of pmf on the Disassembly

	Conclusion
	Author Contributions
	Acknowledgments
	References


	zac6248.pdf
	Mutations in -Lactamase AmpC Increase Resistance of Pseudomonas aeruginosa Isolates to Antipseudomonal Cephalosporins
	MATERIALS AND METHODS
	Bacterial strains, plasmids, and growth conditions.
	Drug susceptibility testing.
	Molecular typing of the strains.
	Analysis and cloning of blaAmpC genes.
	RT-qPCR experiments.
	Structure-function analysis of AmpCs.
	Accession numbers.

	RESULTS AND DISCUSSION
	Sequence polymorphism of P. aeruginosa AmpC.
	Clinical strains with unusual resistance profiles.
	Identification of new AmpC variants.
	Impact of PDCs on -lactam MICs.
	Group I PDCs.
	Group II PDCs.
	Group III PDCs.
	Group IV PDCs.
	Strain genotyping.
	Conclusions.

	ACKNOWLEDGMENTS
	REFERENCES



