N

N

Etudes structurales et fonctionnelles de la pompe
d’eflux MexAB-OprM impliquée dans la résistance aux
antibiotiques chez Pseudomonas aeruginosa

Laura Monlezun

» To cite this version:

Laura Monlezun. Etudes structurales et fonctionnelles de la pompe d’efflux MexAB-OprM impliquée
dans la résistance aux antibiotiques chez Pseudomonas aeruginosa. Médecine humaine et pathologie.
Université René Descartes - Paris V, 2012. Frangais. NNT : 2012PA05P644 . tel-00801703

HAL Id: tel-00801703
https://theses.hal.science/tel-00801703
Submitted on 18 Mar 2013

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00801703
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE PARIS DESCARTES
FACULTE DES SCIENCES PHARMACEUTIQUES ET BIOLOGIQUES
ECOLE DOCTORALE MEDICAMENT, TOXICOLOGIE, CHIMIE ET ENVIRONNEMENT

THESE
pour I'obtention du grade de
DOCTEUR DE L'UNIVERSITE PARIS DESCARTES
Présentée et soutenue publiquement par

LAURA MONLEZUN

Le 11 Décembre 2012

ETUDES STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES DE LA POMPE
D’EFFLUX MEXAB-OPRM IMPLIQUEE DANS LA RESISTANCE
AUX ANTIBIOTIQUES CHEZ PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Membres du jury :

Dr. Isabelle BROUTIN, Directrice de these
Pr. Marie-José BUTEL, Examinateur

Dr. Jean-Marie PAGES, Examinateur

Dr. [sabelle SCHALK, Rapporteur

Dr. Romé VOULHOUZX, Rapporteur






Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier Frédéric DARDEL pour m’avoir accueillie au sein du
Laboratoire de Cristallographie et RMN Biologiques ainsi que Nicolas LEULLIOT et Carine
TISNE qui lui ont succédé.

J’adresse mes remerciements chaleureux a Isabelle BROUTIN qui m’a encadrée pendant ces
trois années de theése. Elle m’a accordé toute sa confiance tout en restant disponible et a mon
écoute a tout moment. Quel plaisir pour moi d’avoir partagé certaines expériences toutes les
deux, « a quatre mains ».

Jexprime ma vive reconnaissance a tous les membres de [’association Vaincre La
Mucoviscidose pour leur soutien financier sans lequel ces travaux de thése n’auraient pu étre
réalisés.

Je remercie Isabelle SCHALK et Romé VOULHOUX pour avoir accepté d’étre rapporteurs
de cette these ainsi que Marie Jos¢ BUTEL et Jean Marie PAGES qui ont apporté leur
concours a 1’évaluation de mon travail.

Mes remerciements s’adressent également a Arnaud DUCRUIX, Martin PICARD, Philippe
BENAS et Jean Frangois GAUCHER pour avoir consacré une partie de leur temps a la
relecture de ce manuscrit.

Merci Philippe de m’avoir laissé un tel degré de liberté dans mes recherches, je garderai en
mémoire ta célébre maxime « qu'un résultat méme négatif reste un résultat » ! Merci Martin
de m’avoir fait partager ton « effervescence scientifique» lors de nos réunions
hebdomadaires ou lors des différents congrées. Un merci chaleureux a Houcine
BENHABDELHAK avec qui je ne compte plus les heures passées a émettre des hypothéses
toujours plus optimistes puis a échafauder nos plans d’expériences directement sur la
paillasse.

Je n’oublie pas dans mes remerciements les autres membres passés et présents de la
« Shadock Team » : Yann, Alice et Manuela; et pour que I’équipe « Signalisation et
Transport membranaire » soit au complet, je ne manquerai pas de citer Marie Bernard, Bili et
Jef qui par leurs expériences scientifiques personnelles ont enrichi nos discussions.

Tous mes remerciements pour leur sympathie aux membres du laboratoire que j’ai cotoyés
pendant ces trois années.

Je remercie I’ensemble des collaborateurs impliqués dans la thématique des pompes d’efflux :
Wladimir URBACH, Nicolas TAULIER, Vladimir ADRIEN et Gamal RAYAN du
Laboratoire d’Imagerie Paramétrique a 1’Ecole Normale Supérieure de Paris; Bruno
LEPIOUFLE, Olivier FRANCAIS et Wei WANG du Laboratoire SATIE a I’Ecole Normale
Supérieure de Cachan ; Patrick PLESIAT, Catherine LLANES et Sophie GUENARD du
Laboratoire de Bactériologie a Besancon qui m’ont initiée aux techniques de
complémentation in vivo et avec qui j’entretiens toujours des échanges scientifiques réguliers.

3



Un merci tout particulier a Marie Jos¢é BUTEL et a toute son équipe pour m’avoir laissé libre
acces aux paillasses de leur laboratoire pour mes manipulations sur Pseudomonas aeruginosa.

J’adresse ma profonde reconnaissance a Solange MORERA, qui par son dynamisme et son
enthousiasme m’a incitée a m’engager dans une theése. Elle a su chasser mes doutes et
I’épanouissement que j’ai atteint au cours de ces trois années, récompense les efforts qu’elle a
déployés pour me convaincre. Tu avais raison, je ne regrette pas de m’étre lancée dans cette

belle aventure !

Je remercierai enfin mes parents qui m’ont toujours laissé libre choix dans mes études et
assur¢ de leur soutien pendant toutes ces années. Que ce travail soit pour eux et pour toute ma
famille, le t¢émoignage de toute mon affection.



A Amitchi.






Sommaire

PARTIE I : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE........cccocmimnmnmnmnnssnsssssssssssassassassassssssssnnas 13
1. Pseudomonas aeruginosa, un pathogéne opportuniste virulent.........coummsmsmsssnnas 14
2. Les facteurs de VIrUlenCe ... s snss 15

2.1. Lesfacteursliés a 'adhérence et ala mODbilité ... 15
2.2. Les facteurs impliqués dans la colonisation de I'hOte......nrnnesenennesensensensesssseseenees 16
3. Les antibiotiques, outils pour lutter contre les infections bactériennes ...........ccueeucu. 20
4. Les mécanismes de résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa .............ccoususvrernss 23
4.1.  RéESISTANCE NATUTEILE.....co et s s ss s 23
4.2, RESISTANCE ACQUISE cuueurerrireerssrseses s sssesse s ssssss s s bbb st 30
5. Larésistance aux antibiotiques par ClasSe ... ————— 36
5.1. Beta-lactamines, déstabilisation de l1a paroi bactérienne.......eonnenensenes 37
5.2.  Aminoglycosides, perturbation de Ia traduction.......enenenesesesssesess 52
5.3, FlUOTOQUINOIONES ...ttt ssisesses s sssssss s bbb st s s s s st s sssessssssassssssans 58
5.4. Colistine, désorganisation de la MEMDBIane ... 60
6. La multi résistance de Pseudomonas aeruginosa, une impasse thérapeutique ?..... 64
6.1. Une nouvelle stratégie : contourner le mécanisme d’effluX ......cccormrnressmnsrnnesseessrnseseennns 64
6.2. Les EPI disponibles actUellemMent ... ssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 65
7. Structure et assemblage des pompes d’effluX ... ——— 69
7.1, Le tranSporteur RND ..t ses s sesse st et ssessessss st sessesssssense 70
7.2. Laporine de la Membrane EXtEITIE ... sssssssssssssessssssssssssssssssesssssssssessssans 80
7.3. Laprotéine de fusion périplasmique (MFP) ... ssssesssssssssessess 88
T4, LaSSEIMDBIAZE ...ttt bbb b s bR 92
8. Présentation de la these ... —————————————— 105

PARTIE II : MATERIELS & METHODES ......coociiiiimnmmsenssnsmssmssmssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 107

1. Biologie MOIECUIAITE.....coriurrrerrsmsmsrssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssnsassssssnsassssssssssassssssnsas 108
1.1. Clonage des génes oprM et mexA dans un vecteur d’eXpreSSion. ... eessrssessesnees 108
1.2. Mutageneése dirigée SUr 1€ GENE OPIM ... ssssssssssasessees 114

2N '/ § T3 (0] 03 10 [ o 122
2.1.  Liste des SOUCHES ULILISEES ... sess s s s ssssseees 122
2.2. Préparation de cellules électroCOMPELENTES.. ... ssssesssssssssssseens 122
2.3, ANUDIOZIAMINIES ..veririererresnessesssessrssssss s bbb st 123
2.4, CMI €N MILEU GEIOSE ...t 125
2.5, CMI en MIlieU HHQUIAE...irereerrirsisesssissisesssessissssssss s ssssssssss st sssssssssssssssssssesssssssssesssssseens 126
2.6. Cultures de Pseudomonas AEIUGINOSA ....nnmessesssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 127
2.7. Production des protéines recombinantes Chez E. COII .....cumninnennennensensessesssssesseens 128

K 23 T Tod 110 0D (- 129
3.1.  Purification des ProtiNesS ... sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 129
3.2. BN-PAGE (Blue Native Gel EleCtrophoresis)....mnssssssssssssssssssssssssesseens 134
3.3. Localisation cellulaire des mutants d’OprM chez Pseudomonas aeruginosd............... 137

S 0 T U] U 10 ) o 140
4.1. Modélisation des mutants cliniqUes de MeXZ.......couremenensesmmsssmnesssssssnsssssssssssssssssssssssssns 140
4.2. Modélisation des mutants cliniques d’OPrD ... 140



PARTIE III : RESULTATS & DISCUSSION ..o s sssasasas 141

1. Etude del'interaction OprM-MexA par BN-PAGE ... 142
1.1.  Principe du BN-PAGE ...t sssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssassssess 142
1.2. Choix des protéines de CaliDration ... sssssssees 143
1.3, IMPOTtance dU AELEIZENT. ... s s s bbb s 145
1.4. Identification des complexes et analyse de la stoechiométrie ........coeorrnneesrenerssesnennens 146
2. Etude par électrophysiologie de I'ouverture de la porine OprM ........cccuovsmsmsesnssnsnnens 155
2.1, Pertinence de I'TUAE ...t sees s s ss s s ssssenes 155
2.2. Brefétatde l'art de I'électrophysiologie des canaux ioNiQUES .....c.currerereersrnsesseeserssesseens 156
2.3. Etude électrophysiologique d’'OprM par microfluidique ......ccoomeererenenseseensenseseessessesneens 161

3. Caractérisation de mutants de 'ouverture périplasmique d’OprM par
£o00341 01 123 00 T=D 1 1= 10 0 P 172
3.1, ANtIDIOZIAIMIMES .o ss bbb st 172
7072 03 ) PP 177
3.3.  Localisation MeMDIanaile ... seessessessseessesssesssssssesessssessesssesssesssssssesssssssesssssssessesses 181
3.4. Interaction avec MeXA par BN-PAGE....... s sessessessssssssessessessesses 182
3.5. Etude de I'influx & travers OPIrM.. s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssassens 185
3.6. Electrophysiologie & Cristallographie .....sssssssssssssssssssssssssssseens 189
3.7. Etude de I'effet des polyamines SUr OPIM .....coccnnmnmenmnsmsssssssssssssssssssssssssssssssens 192
4. Modélisation de mutants CliNIQUES .......cccommrmsmsmsmsnsmsmsms s sssssssssssssssssssnss 195
4.1, MOAELISAtION A€ MEXZ ....coueeereereerreerees e es s ssssss s st sessss s s 195
4.2, MOdEliSAtiON A’ OPTID ..t sssss s sss s sass s ssasnsans 203
PARTIE IV: CONCLUSION & PERSPECTIVES........cccocusmnmnmsmsmssmsmssmssssssssssssssssssssssasssssnsns 227
BIBLIOGRAPHIE ......coiiiiiiiminnsnssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssasssssnssnsnssns 233
2 N0 D9 € 0 251



LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : Acide Desoxyribo-Nucléique
AHL : acyl homoserine lactone
AMC : acide clavulanique

Amp : Ampicilline

AN ou AKN ou AMK : Amykacine
ARN : Acide Ribo-Nucléique

ATM : Aztréonam

ATB : antibiotique

R-OG : octyl-R-D-glucopyranoside
BCA : Bicinchoninic Acid

BLM : Black Lipid Membrane
BN-PAGE : Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis
BSA : Bovine Serum Albumin
C8POE : n-octylpolyoxyethylene
CAZ : Ceftazidime

CFS : Cefsulodine

CIP : Ciprofloxacine

Cm : Chloramphénicol

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CNR : Centre National de Référence de la résistance aux antibiotiques

COL ou CS : Colistine

CV : Column Volume

DDM : n-Dodecyl B-D-Maltopyranoside
DSP : dithiobis (succinimidyl propionate)
DO : Densité Optique

EPI : Efflux Pump Inhibitor

FEP : Céfépime



Gm ou GM : Gentamicine

IMP ou IPM : Imipénéme

HSL : homosérinelactone

InVS : Institut Veille Sanitaire

ITC : Isothermal Titration Calorimetry

LB : milieu Luria Broth

LBA : milieu LB + Ampicilline 100 ug/mL
LBC : milieu LB + Chloramphénicol 25ug/mL
LPS : Lipopolysaccharide

MER ou MEM : Meropénéme

MH : milieu Mueller Hinton

NAG : N-Acétyl Glucosamine

NAM : acide N-Acétyl-Muramique

MFP : Membrane Fusion Protein

MW : molecular weight

NTA (Ni-NTA) : Nitrilotriacetic Acid

PBP : Penicillin Binding Proteins

PCR : Polymerase Chain Reaction

PDB : Protein Data Bank

PIP : Pipéracilline

PQS : Pseudomonas Quinolone Signal
PVDF : Polyvinylidene Fluoride

RND : Resistance Nodulation and cell Division
RT-PCR : Reverse Transcription PCR

SDS : Sodium Dodécyl Sulfate

SPR : Surface Plasmon Resonance

SSTT : Systéme de sécrétion de Type Il
TBS : Tris Buffer Saline

TBS-T : Tris Buffer Saline + 0,1% (v/v) Tween-20
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TCC : Ticarcilline + acide clavulanique

TIC : Ticarcilline

TM : Tobramycine

TZP : Pipéracilline + Tazobactam

UFC : Unité Formant une Colonie

WT : Wild Type

% VIV : % par volume (mL) d’'un composé par volume de solvant (mL)
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Partie I - Introduction bibliographique

Chapitre | - Pseudomonas aeruginosa, un pathogene opportuniste virulent

1. Pseudomonas aeruginosa, un pathogéne opportuniste virulent

Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique a été isolé pour la premiére fois en
1872 par Schroeter mais c’est a Carle Gessard que I'on doit sa description compléte
en 1882. Cette bactérie a Gram négatif qui se caractérise, en particulier, par la
production d'un pigment bleu-vert (mélange de pyocyanine et de pyoverdine) est trés
répandue dans la nature. Saprophyte des sols humides, des végétaux et des eaux
(marines, douces ou usées), on la rencontre aussi a I'état commensal chez 'homme
(téguments, intestin).

Si ce bacille s’avere quasiment inoffensif sur les individus sains, il est considéré
comme le représentant emblématique des « pathogénes opportunistes » du fait de
ses redoutables effets chez les individus aux défenses immunitaires défaillantes
(patients en réanimation, atteints de pneumopathies, immunodéprimés, ...).
L’enquéte nationale de prévalence réalisée en 2006 a en effet montré que
Pseudomonas aeruginosa était responsable de 10% des infections nosocomiales, en
troisieme position aprés Escherichia coli et Staphylococcus aureus [INVS, 2009 :
http://www.invs.sante.fr/raisin/]. Les patients atteints de mucoviscidose sont
notamment trés souvent sujets aux infections a bacille pyocyanique, qui lorsqu’elles
ne sont pas rapidement détectées et éradiquées, menacent fortement le pronostic
vital. En effet, la conjonction d’'un environnement trachéo-bronchique particulier chez
ces patients et d’'une production par le bacille d’alginates, perturbe I'élimination
naturelle de ces microorganismes et favorise la persistance de telles infections. La
virulence de Pseudomonas aeruginosa repose sur sa capacité a interagir avec son
environnement. Cette pathogénicité est en réalité multifactorielle, combinaison
complexe de facteurs solubles (toxines...) et d’attributs cellulaires (pili ...) régulés a

différents niveaux (Fig. 1A).
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Partie I - Introduction bibliographique

Chapitre Il - Les facteurs de virulence

2. Les facteurs de virulence

ADHERENCE, MOBILITE

Flagelle

. /" Pili (type 1V, fimbriae)

i, WM

Via Systeme sécrétion type III:
Toxines ExoS, ExoT, ExoY, ExoU

COLONISATION

+ Systemes du

Quorum Sensmg B/ LES SYSTEMES DU QUORUM SENSING
?/la Systeme sécrétion fype I
Protéase alcaline \ lasR lasI
‘l'+ l’ 3-oxo-Cl2-HSL
} R e )
—rhlI
*Pyocyanine Vla Systéme sécrétion type II:/ Wi~
*Pyoverdine ~§:<of:xinel:°« A LasB // ‘L ‘L C4-HSL
*Rhamnolipides tlastases LasA, Las RhIR — -
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*Protease IV PgsR
\\ P
\,\ ///

Fig. 1: Les facteurs de virulence Pseudomonas aeruginosa

(A/) Les facteurs de virulence exprimés par P. aeruginosa. Des facteurs sont
impliqués dans l'adhérence et la mobilité (cercle bleu) alors que d’autres sont
secrétés pour aider a la colonisation (cercle vert). Parmi eux certains sont régulés
par les systemes du Quorum sensing via la production d’homosérine lactones (HSL).
(B/) Les systéemes de Quorum Sensing de P. aeruginosa. Le systéme LasR/lasl (vert)
produit l'inducteur 3-oxo-C12-HSL alors que le sytéeme RhIR/RhIl (orange) produit le
C4-HSL. Le troisieme systeme de Quorum Sensing (cyan) utilise le PQS comme
signal inducteur. L’inter-régulation entre ces trois systemes est materialisée par des
fleches rouges.

2.1.Les facteurs liés a 'adhérence et a la mobilité

Comme d’autres Gram négatifs, le bacille pyocyanique présente a sa surface des
structures qui participent a sa mobilité (mobilité de type « swarming » et mobilité de
type « twitching » (Kohler, Curty et al. 2000) telles que le flagelle (Feldman, Bryan et
al. 1998) ou les pili de type IV (Wall and Kaiser 1999). Ces structures sont entre
autres responsables de l'adhérence aux cellules épithéliales respiratoires. Un

nouveau facteur d’attachement a été récemment mis en évidence chez
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Chapitre Il - Les facteurs de virulence

P. aeruginosa. Il s’agit de pili de type fimbriae qui sont assemblés par la voie

chaperonne « usher » (Vallet, Olson et al. 2001; Phan, Remaut et al. 2011).

La paroi extérieure de la membrane externe de P. aeruginosa est également
tapissée de lipopolysaccharides (LPS). Ces LPS possedent un rdle protecteur contre
la lyse par le sérum, une activité endotoxique, ainsi qu’un rdle stimulateur de la
réponse inflammatoire (Cryz, Pitt et al. 1984) entrainant une détérioration progressive
de I'épithélium bronchique et donc une insuffisance respiratoire. lls sont divisés en 3
parties : le lipide A ou endotoxine qui stimule excessivement le systéeme immunitaire,
le cceur oligosaccharidique, dont la variabilité est a l'origine du sérotype de
Pseudomonas aeruginosa, et 'antigéne O, qui définira le phénotype lisse ou rugueux

en fonction de sa présence ou non sur le cceur oligosaccharidique.

2.2.Les facteurs impliqués dans la colonisation de I'h6te

2.2.1. Les facteurs dépendants du Quorum Sensing

Le quorum sensing est le mécanisme principal de régulation de la pathogénicité
de Pseudomonas aeruginosa. Ce systéme contribue a la perception de la densité
cellulaire de la population bactérienne grace a la production de phéromones
diffusibles, les N-acyl-homosérine lactones (AHL). Lorsque leur concentration
atteint un certain seuil, elles se lient au régulateur pour activer la transcription de
génes cibles, dits de virulence, représentant 6 a 10% du génome du bacille
pyocyanique. A I'heure actuelle trois systémes du quorum sensing ont été décrits
chez Pseudomonas aeruginosa: LasR/Lasl, RhIR/Rhll et le Pseudomonas
quinolone signal (PQS). Produit par Lasl, 'autoinducteur du systéme Las est la N-
(-oxododecanoyl) homosérine lactone (30-C4,-HSL), tandis que la N-butyryl
homosérine lactone (C4-HSL) sert au systeme Rhl (Van Delden and Iglewski 1998;
de Kievit and Iglewski 2000). Découvert plus récemment, et de structure différente
des deux précédents, I'autoinducteur PQS est une 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone
(Pesci, Milbank et al. 1999; Dubern and Diggle 2008). Ces trois systémes se
régulent entre eux afin d’assurer un contréle trés fin des facteurs de virulence
(Fig. 1B).
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Les génes contrdlés par le quorum sensing afin de coloniser I'héte, codent pour
différentes enzymes extracellulaires (exotoxines, élastases, phospholipases,
protéases) ou interviennent dans la production de lipides ou des pigments
pyocyaniques (Le Berre, Faure et al. 2006). Parmi tous ces facteurs on retrouve :
L’exotoxine A, composé protéique le plus toxique produit par P. aeruginosa,
inhibe la synthése protéique des cellules cibles provoquant leur mort par
nécrose (Wick, Frank et al. 1990).
Les élastases LasA et LasB dégradent I'élastine (Galloway 1991) mais peuvent
également inactiver d’autres constituants matriciels tels que le collagéne et la
fibrine ou encore s’attaquer au complément et a certaines cytokines (Hong and
Ghebrehiwet 1992).
Les phospholipases C: trois de ces enzymes extracellulaires thermolabiles ont
été décrites chez P. aeruginosa avec chacune des spécificités de substrat
différentes (Stonehouse, Cota-Gomez et al. 2002).
Les rhamnolipides sont des glycolipides extracellulaires amphiphiles qui par
leur pouvoir détergent vont perturber le mouvement mucociliaire et les
mouvements ciliaires de I'épithélium pulmonaire (Read, Roberts et al. 1992).
La pyocyanine, pigment bleu sécrété par la bactérie, participe au stress oxydatif
en oxydant le glutathion et en inactivant la catalase des cellules épithéliales
respiratoires (O'Malley, Reszka et al. 2004).
La pyoverdine est un sidérophore, une petite molécule qui chélate dans
'environnement le fer nécessaire au métabolisme de Pseudomonas
aeruginosa. Le complexe ferri-sidérophore est transporté a lintérieur du
cytoplasme via un récepteur membranaire spécifique, FpvA. Par l'intermédiaire
du facteur FpvR, la pyoverdine active le facteur PvdS qui joue un rdle clé de
régulateur transcriptionnel du métabolisme ferrique. Par ailleurs la pyoverdine
peut agir comme molécule de signalisation afin d’induire la sécrétion de certains
facteurs de virulence tels I'exotoxine A et I'endoprotéase PrpL (ou protéase V)
(Meyer, Neely et al. 1996; Lamont, Beare et al. 2002).
- Les protéases : la protéase alcaline, sécrétée par le systeme de sécrétion de

type |, dégrade la fibrine (Guzzo, Pages et al. 1991) alors que la protéase IV
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exerce son pouvoir pathogéne en dégradant les protéines de surfactant A, B
et D (Malloy, Veldhuizen et al. 2005).

2.2.2. Les facteurs indépendants du Quorum Sensing

Le systéme de sécrétion de type Il (SSTT) permet a la bactérie d’injecter
directement les toxines a l'intérieur de la cellule et ainsi de résister a I'action
bactéricide des neutrophiles humains en induisant leur mort cellulaire. Plusieurs
toxines sont a présent connues pour étre sécrétées via ce systeme : I'ExoS,
'ExoT, 'ExoU et 'ExoY (Shaver and Hauser 2004).

- L’exoenzyme S (ExoS): protéine bi fonctionnelle, elle posséde tout d’abord
une activité GAP spécifique des petites protéines de la famille Rho inhibant la
mobilité et la phagocytose. D’autre part, son extrémité C-terminale lui confére
une activité catalytique d’ADP-ribosyltransférase des protéines de la famille
Ras. Le pouvoir pathogéne de cette cytotoxine passe principalement par cette
activité qui modifie l'organisation du cytosquelette et linternalisation de
Pseudomonas aeruginosa par les cellules épithéliales et les macrophages.

- L’exoenzyme T (ExoT): elle se différencie de 'ExoS notamment par une
activité¢ GAP spécifique de la GTPase RhoA et une activité catalytique
d’ADP-ribosylation FAS-dépendante spécifique des protéines Crkl et Il (Sun
and Barbieri 2003).

- L’exoenzyme U (ExoU): la plus grande des cytotoxines sécrétée par SSTT
posséde une activité phospholipase A2 avec une large spécificité de
substrats. Elle montre une cytotoxicité cent fois supérieure a ExoS et son
activité lipolytique sur le dipalmitoyl phosphatidylcholine, surfactant
pulmonaire, provoque une dissémination rapide des souches bactériennes
dans le systéme sanguin (Sato, Frank et al. 2003; Sato, Feix et al. 2005).

- L’exoenzyme Y (ExoY): c'est une adénylate cyclase responsable du
changement de morphologie des cellules cibles qui deviennent arrondies suite
a une augmentation intracellulaire du taux d’AMPc. Il en résulte une
détérioration des cellules endothéliales pulmonaires due a la formation de
pores intercellulaires (Yahr, Vallis et al. 1998).
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Deux lectines solubles, d’une taille de 10 a 15kDa, ont quant a elles été décrites
parmi les facteurs de virulence sécrétés par la bactérie. PA-IL (ou LecA) présente
une spécifité pour le galactose alors que PA-IIL (ou LecB) a une forte affinité pour
le fucose (Imberty, wimmerova et al. 2004). Si ces deux lectines ne présentent pas
d’identité de séquence, la présence de calcium dans le milieu reste impérative
pour leur activité. Elles sont notamment impliquées dans la reconnaissance et
'adhésion bactérie-héte et ont également la capacité d’inhiber le mouvement
ciliaire de cellules pulmonaires in vitro (Adam, Mitchell et al. 1997). En 2009,
Chemani, Imberty et al. ont pu montrer leur réle dans linduction de lésions
pulmonaires aigués (Chemani, Imberty et al. 2009).

Grace a l'ensemble de ces stratégies immuno-évasives, Pseudomonas
aeruginosa réussit a s’implanter chez son héte et a outrepasser ses défenses
innées ou acquises. Le développement de souches sous forme de biofilm
(microcolonies enfouies dans une matrice exopolysaccharidique d’alginate)
signera d’ailleurs linstallation durable des bactéries au sein des structures

contaminées.
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3. Les antibiotiques, outils pour lutter contre les infections bactériennes

Les antibiotiques sont des molécules capables de détruire les bactéries ou d’inhiber
leur croissance et sont ainsi qualifiées respectivement de bactéricides ou
bactériostatiques. Grand nombre d’entre elles sont des substances naturelles
produites par les bactéries ou les champignons. En effet, les micro-organismes les
utilisent afin de détruire leurs congénéres concurrents au sein de leur biotope.

Le premier antibiotique découvert fut la pénicilline. D’abord identifiée par Ernest
Duchesne au travers des vertus curatives de Penicillium glaucum, c’est Alexander
Fleming qui décrira en 1929 ses propriétés antibiotiques. Dés lors, face a
'importance de cette avancée, d’autres antibiotiques furent recherchés et découverts
a partir des microorganismes les plus divers (la Streptomycine a partir de
I'actinobactérie Streptomyces griseus, la Néomycine a partir de Streptomyces
fradiae, le Chloramphénicol de Streptomyces venezuelae, ...). lls seront dés lors mis
a profit pour lutter contre les maladies infectieuses (tuberculose, pneumonie,
diphtérie, syphilis, tétanos...). Plus tard, le développement de la synthése chimique
permettra de diversifier les molécules a activité antibiotique en créant des molécules
totalement nouvelles ou des molécules « hémi-synthétiques » a partir des
substances naturelles existantes.

On distingue ainsi aujourd’hui plus d’'une dizaine de familles d’antibiotiques parmi
lesquelles on peut citer les beta-lactamines (pénicillines et céphalosporines), les
quinolones, les cyclines, les macrolides, les aminosides ou encore les phénicolés.
Leur diversité structurale refléte entre autres des modes d’action différents. Ainsi trois

cibles cellulaires majeures vont étre visées par les antibiotiques (Fig. 2):
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La paroi bactérienne : constituée d'une membrane lipidique associée au

peptidoglycane, elle assure une certaine rigidité et protége la bactérie contre la
pression osmotique. Les cibles principales des antibiotiques au niveau de ce
constituant cellulaire sont principalement les enzymes de la synthése du
peptidoglycane. Les beta-lactamines inhibent ainsi les protéines liant la pénicilline
(PBP pour Penicillin Binding Proteins) en bloquant irréversiblement leur activité de
transpeptidation, de transglycosylation ou de carboxylation. Par ailleurs, les
antibiotiques de la
- famille des polypeptides vont déséquilibrer la structure du lipopolysaccharide
(LPS) situé a la surface des bactéries, interagir avec les phospholipides

membranaires et former des pores au sein de la membrane cytoplasmique.

- La synthése protéique: c’est ici un des constituants de la machinerie

traductionnelle, le ribosome, qui est ciblé. La famille des Aminoglycosides a
une action dirigée plus particulierement vers la sous unité 30S du ribosome,
alors que la sous unité 50S est la cible des macrolides et du chloramphénicol.
Ces derniers sont peu utilisés contre Pseudomonas aeruginosa qui possede
une résistance naturelle vis a vis de ces molécules de part la faible

perméabilité de sa membrane cellulaire.

- La réplication et la réparation de I'ADN : mécanismes essentiels a la survie

bactérienne, ils nécessitent notamment la présence de deux enzymes : ’ADN
gyrase et la topoisomérase qui sont chargées de dérouler ’ADN en vue de sa
réplication. Leur inhibition par la famille des quinolones entraine des cassures

excessives de ’ADN aboutissant a la mort cellulaire.

Enfin, d’autres antibiotiques agissent par inhibition compétitive lors de la synthése de
I'acide tétrahydrofolique, un composé intervenant dans la biosynthése des purines et
pyrimidines. C’est le cas des sulfamides ou du triméthoprime mais une fois de plus,
Pseudomonas aeruginosa est naturellement résistant a ces antibiotiques qui ne sont

donc jamais utilisés contre ce pathogéne.
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Fig. 2: Cibles principales des grandes classes d’antibiotiques utilisés contre

Pseudomonas aeruginosa

Les beta-lactamines vont perturber la synthese du peptidoglycane en inhibant
I'activité de transpeptidation des protéines liant la pénicilline (PBP). Les polypeptides
vont déstabiliser la structure du lipopolysaccharide (LPS) avant de former des trous
au niveau de la membrane plasmique. Les aminosides agissent a l'intérieur de la
cellule et inhibent la synthese protéique en bloquant la sous unité 30S du ribosome.
Enfin, les fluoroquinolones inhibent 'ADN gyrase et la topoisomérase 1V, impliquées
dans la réplication et la réparation de 'ADN.

Cette diversité des antibiotiques et de leurs modes d’action semblait augurer la
possibilité de venir a bout de la plupart des infections bactériennes mais c’était sans
compter sur le probléme majeur de résistances aux antibiotiques mis en place par les

bactéries et notamment par Pseudomonas aeruginosa.
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4. Les mécanismes de résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa

4 1.Résistance naturelle

Une des difficultés thérapeutique pour traiter les infections causées par
Pseudomonas aeruginosa est liée a la résistance naturelle de ce pathogéne a de
nombreux antibiotiques. Il dispose en effet d’'un arsenal de dispositifs qui vont limiter

fortement I'efficacité des antibiotiques administrés.

4 .1.1. Perméabilité membranaire

Si les antibiotiques utilisés contre les infections a Pseudomonas aeruginosa
utilisent différents mécanismes d’action, ils doivent tous en premier lieu traverser

la paroi cellulaire pour atteindre leur cible.

Toutes les bactéries a Gram négatif ont une membrane externe qui empéche
naturellement le passage de molécules hydrophiles de poids moléculaire
important. Celles ci doivent donc passer a travers des porines pour pénétrer dans
les bactéries. Chez Escherichia coli OmpF assure ce transport tandis que chez
Pseudomonas aeruginosa OprF est la principale porine. Malgré cette similitude, la
membrane externe de Pseudomonas aeruginosa présente une permeéabilité 10 a
100 fois plus faible que celle d’Escherichia coli [Nikaido & Hancock 1986]. Par
reconstitution en protéoliposomes il a été montré que la diffusion de petits solutés
monosaccharidiques tels que I'arabinose au travers d’OprF était 50 fois plus lente
gu'avec OmpF (Yoshimura, Zalman et al. 1983). En revanche la porine du bacille
pyocyanique permet le passage de solutés plus gros que ceux autorisés par
OmpF (Hancock, Decad et al. 1979). Cette apparente contradiction entre faible
perméabilité et canal large, peut, entre autres, s’expliquer par le fait qu'OprF est
un homologue d’'OmpA d’E. coli. La vitesse de diffusion des solutés au sein
d’OmpA est de 2 ordres de grandeur plus faible que pour les porines classiques
telles qu’'OmpF (Sugawara and Nikaido 1992) et seul un faible pourcentage des
protéines OmpA sont capables de former des canaux ouverts (Sugawara and

Nikaido 1994). Des observations similaires ont été faites par la suite sur OprF par
23



Partie I - Introduction bibliographique

Chapitre IV - Les mécanismes de résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa

ces mémes auteurs qui démontrent ainsi que ces deux porines existent sous deux

conformations :

- une conformation majoritaire fermée, organisée en deux domaines, un
domaine N-terminal formant un tonneau membranaire de huit brins 3 et un
domaine C-terminal globulaire et périplasmique. Cette forme peu perméable
aux solutés est monomérique (Sugawara and Nikaido 1997).

- une conformation ouverte minoritaire qui s’organise en un seul domaine
composé d’'un plus grand nombre de brins 3 transmembranaires et adoptant
un repliement similaire a OmpF (i.e. sous forme oligomérique) (Sugawara,
Nestorovich et al. 2006). (Fig. 3)

Closed Channel Conformer Open Channel Conformer

2Bal=Na ~ A

Fig. 3: Les deux états conformationnels de la porine OprF de P. aeruginosa

(Sugawara, Nestorovich et al. 2006)

On comprend ainsi qu’avec seulement 5% de forme ouverte, OprF, la porine non
spécifique principale de Pseudomonas aeruginosa assure une barriére trés peu
perméable contrairement aux porines trimériques classiques de type OmpF.
D’ailleurs, chez E. coli la contribution d'OmpA dans la perméabilité membranaire
est négligeable. Finalement, la fonction majeure d’OmpA et OprF, sous leur
conformation fermée, est de servir de lien entre membrane externe et
peptidoglycane via leur domaine C-terminal. Ceci est d’autant plus crucial chez

Pseudomonas aeruginosa qu’elle ne posséde pas la lipoprotéine Braun qui joue
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un réle similaire chez E. coli. En effet, cette lipoprotéine assure normalement la
cohésion de la paroi grace a sa partie lipidique ancrée a la membrane par des
liaisons hydrophobes et a sa partie polypeptidique associée au peptidoglycane par

des liaisons covalentes.

4.1.2. Protection de la synthése du peptidoglycane par les beta-lactamases

Un autre mécanisme de résistance naturelle se produit au niveau de la membrane
externe des bactéries. Il s’agit ici pour la bactérie d’empécher le blocage de la
synthése de sa paroi et plus particulierement du peptidoglycane. Le
peptidoglycane est composé d’une partie glucidique (alternance d’acide N-acétyl
muramique « NAM » et de N-acétyl glucosamine « NAG ») et d'une partie
peptidique composée de 5 acides aminés (L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala) et sa
synthése fait intervenir trois types d’enzymes appartenant a la famille des PBP:
transglycosylase, transpeptidase et carboxypeptidase (Fig. 2). Une des stratégies
de lutte contre les infections bactériennes a été le développement de molécules
inhibitrices de ces enzymes, les beta-lactamines. Cependant, Pseudomonas
aeruginosa a trouvé un moyen de défense par la production de différentes
beta-lactamases, enzymes dégradant le noyau lactame des beta-lactamines. Les
antibiotiques ont une affinité plus grande pour ces protéases que pour les PBP.
Lorsque les R-lactamases sont produites, les antibiotiques ne peuvent donc plus
jouer leur r6le mimétique du dipeptide D-Ala-D-Ala auprés de la transpeptidase et
la survie de la bactérie est ainsi assurée. Il existe différentes familles de
beta-lactamases, dont le nom est lié a la famille d'antibiotique qu'elles inactivent:
les céphalosporinases, qui hydrolysent principalement les céphalosporines de
premiére génération, et les pénicillinases, qui ont pour substrat préférentiel les

pénicillines.

4.1.2.1. La céphalosporinase inductible AmpC

Presque toutes les souches de Pseudomonas aeruginosa produisent une
R-lactamase a large spectre appelée AmpC. Produite a un faible niveau basal,
son expression est induite par certaines 3-lactamines. La transcription du géne
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ampC est contrélée par le régulateur AmpR, dont le géne se situe juste en
amont d’ampC. La transcription de ces deux génes se déroule de maniére
divergente grace a deux promoteurs chevauchants localisés dans la région
intergénique. Deux protéines majeures interviennent dans la production
d’AmpC : AmpG et AmpD. A chaque génération les bactéries vont partiellement
re-fragmenter le peptidoglycane en « muropeptides » réutilisables pour une
nouvelle synthése. Lors de ce mécanisme de recyclage, AmpG, une perméase
cytoplasmique, a pour rbéle de transporter ces muropeptides recyclés de
'espace périplasmique vers le cytosol (Lindquist, Weston-Hafer et al. 1993)
alors qu’AmpD, une N-acétyl-anhydromuramyl-L-alanine amidase cytosolique
est chargée de cliver la chaine peptidique des muropeptides recyclés (Jacobs,
Joris et al. 1995). Ainsi en l'absence d’induction, AmpR se lie sur la région
promotrice entre ampC et ampR et inhibe la transcription des deux génes
(Fig. 4A). Lors du recyclage normal de la paroi, les acides N-acétyl
muramiques-peptides (anhMurNAc) passent a travers AmpG pour atteindre le
cytoplasme ou ils seront a nouveau digérés par AmpD, et les tri-peptides libérés
réutilisés comme précurseurs. Ce sont les penta-peptides AnhMurNAc non
hydrolysés qui en se liant a AmpR vont induire la transcription d’ampC
(Fig. 4B). Toutefois, tant qu’AmpD est suffisamment fonctionnel I'expression
d’ampC reste a un faible niveau basal. Les peptides anhMurNAc jouent donc un

réle anti-répresseur sur I'expression de la céphalosporinase.
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Fig. 4: Représentation schématique du systéeme de régulation de I'expression de la

céphalosporinase AmpC (Lister, Wolter et al. 2009)

(A) Niveau basal de l'expression d’AmpC : Les UDP-MurNAc, produits finaux du
recyclage du peptidoglycane, interagissent avec AmpR qui, en se liant sur la région
intergénique ampR-ampC, réprime la transcription d’AmpC. AmpC est ainsi produite
a bas niveau dans l'espace périplasmique. (B) Les beta-lactamines se lient sur les
protéines liant la pénicilline (PBP). Il en découle une accumulation de
1,6-anhydromuropeptides dans le périplasme qui vont interagir avec AmpR. Par un
changement conformationnel celui ci va devenir activateur de la transcription
d’AmpC. La céphalosporinase est alors exprimée a haut niveau dans le périplasme.

27



Partie I - Introduction bibliographique

Chapitre IV - Les mécanismes de résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa

4.1.2.2. La pénicillinase oxacillinase PoxB

PoxB a été découverte « par hasard », lors d’'une analyse de la susceptibilité
d’'une souche PAO1 délétée dAmpC. Il s’est avéré que cette souche conservait
une résistance aux R-lactamines de 50% par rapport a la souche PAO1
sauvage. Aprés analyse du génome de Pseudomonas aeruginosa il a été
montré qu’il existait bien une seconde R-lactamase sur le locus PA5514. Le
gene codant pour cette enzyme se trouve en amont d’un autre géne nommé
PoxA, qui présente une forte homologie avec une hydrolase. L’analyse réalisée
par Kong, Jayawardena et al. (2005) a permis de montrer que ces deux génes

sont transcrits en opéron grace & un promoteur ¢'°

mais que leur expression
n’est pas induite par des molécules telles que la pénicillineG ou I'oxacilline. De
plus, la répression de I'expression de poxB par AmpC a été validée par ces
mémes auteurs (Kong, Jayawardena et al. 2005). Elle est capable d’hydrolyser
'ampicilline, la céphaloridine, la céphalothine, la nitrocéfine, la pipéracilline et
l'imipénéme. Cette oxacillinase également nommée OXA-50, semble se
différencier des autres oxacillinases connues puisqu’elle ne présente au mieux
que 44% d’identité avec les R-lactamases OXA23 et OXA-27 d’Acinetobacter
baumannii. De plus, elle a la particularité d’avoir une modification au sein d’'un
des motifs caractéristiques des R-lactamases de classe D (S-T-Y-K au lieu de
S-T-F-K). Enfin, elle est inhibée efficacement par le NaCl mais trés faiblement
par I'acide clavulanique ou le tazobactame (Girlich, Naas et al. 2004).

Malgré ses originalités, PoxB garde un réle mineur dans la résistance naturelle
chez Pseudomonas aeruginosa compte tenu de sa faible activité et de son

spectre restreint.
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4.1.3. Enzymes modificatrices des aminosides

Okii, lyobe et al. (1983) puis Hachler, Santanam et al. (1996) ont décrit sur le
chromosome de Pseudomonas aeruginosa le géene aphA codant pour
'aminoglycoside 3’-Phosphotransferase Ilb (APH(3’)-llb). Cette enzyme est
capable de conférer une résistance naturelle au bacille pyocyanique, notamment
vis a vis de la kanamycine et de la néomycine. aphA est situé en aval du géne
hpaA codant pour un régulateur de type AraC. En présence d’acide
4-hydroxyphenylacétique (4-HPA), HpaA induit la transcription simultanée des
deux génes a l'origine de la résistance naturelle aux aminosides (Zeng and Jin
2003). Une caractérisation biochimique sur une forme recombinante d’APH(3’)-IIb
a permis de montrer que cette enzyme, contrairement aux autres APH(3’),
phosphoryle spécifiquement la fonction hydroxyle C-3’-OH des aminosides. En
outre, son action est faible sur 'amikacine et méme nulle sur la tobramycine et la

gentamicine (Hainrichson, Yaniv et al. 2007).

4.1.4. Systemes d’efflux

Pseudomonas aeruginosa est capable de produire douze systemes d’efflux actif
différents (Fig. 5). Ces pompes appartiennent toutes a la famille RND (Resistance
Nodulation cell Division) mais seules deux interviennent dans la résistance
naturelle du bacille pyocyanique. MexAB-OprM dont I'expression est constitutive,
génere une résistance aux beta-lactamines, aminosides, fluoroquinolones,
tétracyclines, au triméthoprime et au chloramphénicol (Li, Nikaido et al. 1995).
L’expression inductible par les antibiotiques de la pompe MexXY/OprM contribue a
la résistance aux aminoglycosides (Aires, Kohler et al. 1999; Jeannot, Sobel et al.
2005). Ces systemes utilisent pour leur fonctionnement, I'énergie de la membrane

cytoplasmique en couplant I'efflux du substrat avec I'entrée de protons.
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Systémes d’efflux Principaux antibiotiques substrats
B-lactamines, fluoroquinolones, triméthoprime, chloramphenicol,
MexAB-OprM tetracycline, novobiocine, érythromycine, sulfamides, acide fusidique,
tigécycline...
aminoglycosides, fluoroguinolones, céfépime, cefpirome, tetracycline,
MexXY/OprM £Ycosiges, Tiuoroq P P Y
erythromycine, tigécycline...
tétracycline, tigécycline, fluoroquinolones, érythromycine,
MexCD-Opr) . PP . . L .
chloramphenicol, céfépime, ceftazidime, cefpirome, triméthoprime...
fluoroguinolones, tétracycline, chloramphenicol, trimethoprime,
MexEF-OprN g Y P P

érythromycine...

MexJK/OprM (OprH)  tétracyclines, erythromycine...

MexGHI-OpmD fluoroquinolones, tétracycline...

MexMN/OprM fluoroquinolones, chloramphénicol, tétracycline, érythromycine...
MexPQ-OmpE fluoroquinolones, chloramphénicol, tétracycline, érythromycine
MuxABC-OpmB aztréonam, tétracycline, érythromycine, novobiocine...
MexVW/OprM fluoroquinolones, chloramphénicol, tétracycline, érythromycine...

Fig. 5 : Tableau des principaux antibiotiques substrats des systémes d’efflux actifs

de Pseudomonas aeruginosa

Tous ces processus complexes agissent simultanément et visent a inactiver les
antibiotiques ou a les empécher d’atteindre leur cible intracellulaire, ils concourent
donc a la résistance naturelle de Pseudomonas aeruginosa. Cependant la
résistance du bacille pyocyanique va atteindre un niveau de complexité supérieur

grace aux diverses mutations qu’il est capable d’acquérir.

4 .2.Résistance acquise

L’émergence de mutants résistants sous traitement est fréquemment observée dans
les infections a Pseudomonas aeruginosa. Ces mutations apparaissent avec une
fréquence qui peut aller de 10° & 10° et conférent une résistance dite « stable »
vis-a-vis d’'un nombre plus ou moins important d’antibiotiques selon le mécanisme
mis en cause. On distingue les mécanismes a déterminisme génétique,
transmissibles a la descendance dont lI'expression peut étre induite suite a

I'exposition aux antibiotiques (enzymes, efflux actif), des mécanismes qualifiés de
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« phénotypiques » qui dépendent plutdt de I'influence de I'environnement dans lequel

se développe la bactérie.

4.2.1. Surproduction enzymatique

Sous l'effet de mutations spontanées, la céphalosporinase AmpC peut étre
surproduite de 20 a 500 fois. Ces mutations touchent principalement le géne
ampD (Langaee, Gagnon et al. 2000). Il en résulte une liaison continuelle des
peptides anhMurNAc sur AmpR qui va donc activer en permanence la
transcription d’ampC. Contrairement aux Entérobactéries, la levée de répression
sur AmpC n’est que partielle, ce qui a pour conséquence un maintien des
capacités d’inductibilité méme si le niveau d’expression de la forme non induite de
'enzyme est supérieur. Ces mutations surviennent avec une fréquence de 107 a
10 (Livermore 1995). La ticarcilline, pipéracilline et certaines céphalosporines ont
permis de mettre en évidence de telles mutations en milieu clinique dans le cadre

d’infections au bacille pyocyanique (Shannon, King et al. 1982; Livermore 1987).

4.2.2. Surproduction des systémes d’efflux

L’expression des systemes d’efflux est hautement régulée. La surexpression des
pompes d’efflux est en fait la conséquence de [I'exposition aux agents
antimicrobiens aussi bien in vivo qu’in vitro et cette surexpression résulte
principalement de mutations sur des génes codant pour des protéines
régulatrices. Ces génes sont généralement localisés juste en amont des opérons
codant pour les systemes d’efflux (Fig. 6). Ces mutations sont stables puisque
'expression persiste longtemps apres l'arrét de la pression de sélection. Seul le
systéme MexXY semble étre inductible par la présence d’antibiotiques (Masuda,
Sakagawa et al. 2000). MexCD-Oprd par exemple n’est pas induit par ses
antibiotiques substrats mais par différents agents désinfectants utilisés en milieu
hospitalier (chlorure de benzalkonium, ou la chlorhexidine gluconate) (Morita,
Murata et al. 2003).
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Fig. 6: Représentation schématique des systémes de régulation impliqués dans la

surexpression des pompes d’efflux de Pseudomonas aeruginosa

Le premier géne (en bleu) code pour la protéine adaptatrice, le second (en vert) pour
le transporteur RND et le dernier (en rouge) code pour la protéine de la membrane
externe. Les régulateurs négatifs directs sont représentés en orange et les positifs en
violet. Les régulateurs indirects sont représentés sur des opérons indépendants. Les
mutants cliniques des régulateurs des pompes d’efflux sont indiqués par un triangle
Jaune.

La protéine régulatrice de type mex la mieux caractérisée est MexR, le régulateur

de la pompe MexAB-OprM, appartenant a la famille des régulateurs MarR
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(Sulavik, Gambino et al. 1995). Il se lie sous forme d’'un dimére dans la région
intragénique mexR-mexA (Saito, Eda et al. 2001). Si 'opéron mexAB-oprM est
toujours transcrit a bas niveau, sa surproduction résulte de mutants de mexR
(Saito, Yoneyama et al. 1999; Adewoye, Sutherland et al. 2002). La surexpression
de ce systeme d’efflux a été initialement décrite via la résistance a l'acide
nalidixique sous le terme de "nalB mutation" (Rella and Haas 1982) mais il s’est
avéré que ce type de mutations correspondait a des mutations dans la région en
amont des génes mexAB-oprM c’est-a-dire sur mexR. Un autre type de mutations
dénommé "nalC mutation" a été décrit (Srikumar, Paul et al. 2000). Ces mutations
affectent le gene PA3721 prédit comme régulateur de type TetR et induisent une
surexpression des génes PA3720-PA3719 situés juste en aval (Cao, Srikumar
et al. 2004). PA3719 code pour ArmR, un antirépresseur de mexR (Daigle, Cao
etal. 2007), qui en se liant sur MexR va favoriser la surexpression de
mexAB-oprM. Des composés chimiques contenant une chaine chlorophenol tels
que le triclosan semblent induire ce type de mutations nalC (Ghosh, Cremers et al.
2011). Un troisieme systéme vient réguler la surexpression de MexAB-OprM. I
s’agit des mutants nalD qui affectent le géne PA3574 codant pour un répresseur
de type TetR (Sobel, Hocquet et al. 2005). NalD se fixe sur un deuxiéme
promoteur situé en amont de I'operon mexAB-oprM mais en aval du promoteur
reconnu par MexR. Ce promoteur lui est spécifigue mais l'efficacité de NalD
semble étre augmentée lorsque MexR est également lié a son promoteur (Morita,
Cao et al. 2006).

nfxB (Okazaki and Hirai 1992; Shiba, Ishiguro et al. 1995; Poole, Gotoh et al.
1996) et mexZ (Westbrock-Wadman, Sherman et al. 1999; Matsuo, Eda et al.
2004) codent quant a eux pour des régulateurs négatifs dont les mutations vont
causer la surexpression des pompes MexCD-OprJ et MexXY respectivement.
MexZ est un régulateur de la famille TetR et les mutations associées sont
nommeées mutations agrZ. De plus, l'interaction du produit du géne PA5471 avec
MexZ empécherait sa liaison sur la région intergénique mexZ-mexX expliquant la
surexpression de la pompe MexXY (Yamamoto, Ueda et al. 2009). L'opéron
mexEF-oprN est en revanche régulé positivement par le produit du géne mexT,

codant pour un activateur de la famille LysR (Kohler, Epp et al. 1999). La plupart
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des souches sauvages de Pseudomonas aeruginosa présentent donc des
mutations de mexT afin d’éviter la surexpression de la pompe MexEF-OprN. C’est
la réversion de ces mutations ou l'apparition de mutations suppresseurs qui
induisent cette régulation positive (Maseda, Saito et al. 2000; Kohler, van Delden
et al. 2001). Classiquement, ce sont les mutations de type nfxC qui correspondent

a la surexpression de MexEF-OprN associée a une inhibition d’OprD.

4.2.3. Biofilm

Il s’agit ici d’'un mode de vie particulier correspondant a un mécanisme adaptatif
complexe et ftransitoire, indépendant de mutations. Ce phénoméne est
difficilement identifiable sur un antibiogramme classique et expliquerait la
mauvaise réponse thérapeutique de certains patients atteints de la mucoviscidose.
Pour former ces biofilms, les bactéries individuelles doivent d’abord adhérer au
tissu atteint via leur flagelle puis former une monocouche ou viendront ensuite
s’attacher d’autres bactéries. Ces structures sont enfin enveloppées dans une
matrice exopolysaccharidique. Ainsi, en délaissant leur comportement cellulaire
individuel, ces communautés bactériennes denses deviennent beaucoup plus
résistantes aux antibiotiques qu’elles ne le seraient a I'état planctonique (Aaron,
Ferris et al. 2002). Une des caractéristiques principales des biofiims est
'hétérogénéité cellulaire qui y regne. En effet, les cellules localisées a la
périphérie du biofilm ont un meilleur accés aux nutriments et a 'oxygéne et sont
considérées comme métaboliquement plus actives que leurs congénéres situées
au centre du biofiim. Ce seront donc les seules qui seront potentiellement
sensibles aux antibiotiques. De plus, des modifications dans le métabolisme
carboné sont observées ainsi que linduction de protéines impliquées dans le
stress oxydatif, illustrant le passage a des processus anaérobies. || semblerait
donc que la limitation en oxygéne, qui réduit I'activité métabolique a la surface du
biofilm, soit le principal mécanisme expliquant la faible activité des antibiotiques
sur Pseudomonas aeruginosa lorsqu’il adopte ce mode de vie (Walters, Roe et al.
2003).
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4.2.4. Acquisition de matériel génétique étranger

L’apparition de nouvelles résistances aux antibiotiques chez Pseudomonas
aeruginosa est également liée a l'acquisition de matériel génétique étranger de
type plasmide, transposon ou intégron (Coyne, Courvalin et al. 2010). lls peuvent
étre récupérés d’autres bactéries a Gram négatif mais aussi a Gram positif comme

pour les génes codant pour des méthylases de 'ARN 16S.
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5. Larésistance aux antibiotiques par classe

Comme cela a été décrit dans le chapitre 3, chaque famille d’antibiotiques agit sur
des cibles spécifiques. Les mécanismes de résistance développés par
Pseudomonas aeruginosa pour lutter contre ces antibiotiques vont donc étre
différents selon la famille concernée. Il apparait donc judicieux a présent de
présenter une description de ces mécanismes et des différents protagonistes
impliqués, par classe d’antibiotiques. Dans certain cas, il existe méme une
« signature de résistance » permettant de mettre en évidence la nature du
mécanisme activé par la lecture d'antibiogrammes ; certains exemples seront

illustrés ici et pourront étre comparés au profil de la souche sauvage ci dessous
(Fig. 7).

Fig. 7: Antibiogramme de la souche PAO1 sauvage
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5.1.Beta-lactamines, déstabilisation de la paroi bactérienne

5.1.1. Une famille d’antibiotique complexe : structure générale, nomenclature

et propriétés

Cette vaste famille regroupe toutes les molécules comportant un noyau B-lactame
composé de trois carbones et un atome d’azote. Leur classification dépend
ensuite de la structure du noyau associé au noyau 3-lactame (Fig. 8) :
* Pénicillines - noyau Thiazolidine
- carboxypénicilline : Ticarcilline (TIC)
- uréidopénicilline : Pipéracilline (PIP)
* Carbapénémes - noyau 2,3-dihydro-1H-pyrrole
- Imipénéme (IMP)
- Méropénéme (MEM)
* Céphalosporines - noyau 3,6 dihydro-2H-1,3-thiazine
3°™e génération : Ceftazidime (CAZ), Cefsulodine (CFS)
4°™ génération : Céfépime (FEP)
* Monobactames - pas de noyau supplémentaire
- Aztréonam (ATM)
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Fig. 8: Les différentes classes de R-lactamines

Le noyau B-lactame est commun a toutes les beta-lactamines. Sur la structure de
chaque classe de beta lactamines est indiquée par un cercle vert le noyau
représentatif de la classe considérée. Au sein de chaque classe on distingue ensuite
différentes molécules qui se différencient par les groupements R (cercle bleu) et/ou X
(cercle violet) dont la formule développée est décrite dans le tableau. Des exemples
de molécules sont écrits en vert. Deux molécules sont indiquées en vert clair, elles
correspondent a des inhibiteurs de beta-lactamases, utilisés en synergie avec les
pénicillines. La fleche rouge sur le noyau B-lactame indique le site de coupure par les
beta-lactamases.

Ce sont les antibiotiques les plus utilisés en thérapeutique en raison de leur large
spectre d’activité et de leur action bactéricide rapide. En effet ces molécules
agissent en inhibant la synthése du peptidoglycane car ce sont des analogues de
la D-alanyl-D-alanine, l'acide aminé terminal du précurseur peptidique du
peptidoglycane. Cette similarité structurale leur permet ainsi de se lier de maniére

irréversible sur le site actif des protéines liant la pénicilline (PBP pour « penicillins
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binding proteins ») qui ne peuvent alors plus réaliser I'étape finale de
transpeptidation nécessaire a la synthése de la paroi cellulaire.

La résistance aux [(-lactamines implique en premier lieu I'expression de
B-lactamases. Ces enzymes sont réparties en quatre classes (A a D) selon la
classification d’Ambler (Ambler 1980; Hall and Barlow 2005). Cette classification
repose sur les analogies des séquences peptidiques au niveau du site
enzymatique ainsi que sur le profil d’inhibition. Elles hydrolysent toutes le noyau
B-lactame mais les enzymes de classe A, C et D possédent une sérine dans le
site catalytique alors que celles de classe B sont actives en présence de zinc. Plus
de 800 B-lactamases ont été décrites chez les bacilles a Gram négatif (Jacoby and
Bush 2005) et au moins 120 ont été retrouvées chez des isolats cliniques de

P. aeruginosa (Zhao and Hu 2010).

Beta Lactamases ATB affectés ATB toujours efficaces Efficacité des inhibiteurs

TIC, TCC, PIP, TZP(s/R), CAZ(SIR)

Céphalosporinase AmpC FEP(SIR), ATM(R/I) IMP, MEM, FEP(S/R) NON
< Pénicilinase PSE-1 (CARB-2)
o PSE-4 (CARB-1)
8 PSE 3 et 5 TIC, PIP CAZ, ATM, IMP, MEM, FEP(S/) OUI (ac. Cla. et tazo.)
° CARB-3 et4
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é SHV (2a, 5, 12)
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© BEL-1
8 GES (1,8,9)
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© § 9 Spectre OXA-2 TIC, TCC 2P, CAZ, AZI\é,Elll‘:\’/:};,/N)IEM, PIP(SR), OUI (ac. Cla. et tazo.)
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= 5 |Etendu OXA-18 et 45 ' ' TZP(S/r), IMP, MEM OUI (ac. Cla. et tazo.)
2@ IMP (1, 2, 4 ...18)
o83 VIM(1,2...13) TIC, TCC, CAZ, FEP, PIP(s/R)
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3 E 8 gmﬂﬂ TZP(SIR), IMP(i/R), MEM(I/R) ATM(S/1) OUI (EDTA) NON (ac. Cla.)
g R
o8

NDM-1

Fig. 9: Les différentes classes de beta lactamases participant a la résistance acquise

de Pseudomonas aeruginosa

5.1.2. Surproduction de la céphalosporinase AmpC

Pseudomonas aeruginosa est naturellement susceptible aux carboxypénicillines, a
la ceftazidime et a l'aztréonam, cependant il peut acquérir une résistance aux
céphalosporines de troisieme génération grace a [I'hyperproduction de sa
céphalosporinase naturelle, AmpC (Bagge, Ciofu et al. 2002). Cette enzyme
faiblement exprimée a I'état basal peut voir son expression partiellement ou

totalement déréprimée par diverses mutations. Celles ci touchent notamment la
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protéine AmpD intervenant dans la dégradation des peptides AnhMurNAc lors du
recyclage du peptidoglycane. La conséquence de cette surproduction va étre
'hydrolyse de la maijorité des B-lactamines a l'exception des carbapénémes.
Cependant certaines différences existent entre les antibiotiques, permettant le
dépistage de ces souches surproductrices d’AmpC afin de prescrire le traitement
anti-infectieux adéquat. Par exemple, le céfépime résistant mieux a l'inactivation
que la ceftazidime, la surproduction d’AmpC peut étre décelée sur un
antibiogramme par un diamétre d’inhibition inférieur pour la céfépime que pour la
ceftazidime. Par ailleurs, cette B-lactamase comme toutes celles de classe C, est
sensible a de fortes concentrations de cloxacilline ou d’oxacilline (pénicillines a
spectre étroit). Ainsi une souche surproductrice d’AmpC redeviendra sensible aux

B-lactamines lorsqu’elle sera étalée sur un milieu gélosé contentant 1000 mg/L de

cloxacilline (Fig. 10).

A/ MH B/ MH + Cloxacilline

Fig. 10: Antibiogrammes d’une souche de Pseudomonas aeruginosa surexprimant

la céphalosporinase AmpC (Source : http://bacterioweb.univ-fcomte.fr)

En (A/), la souche étalée sur milieu Mueller Hinton (MH) est résistante aux
principales beta-lactamines grace a la surproduction d’AmpC mais la réversion de ce
phénotype en phénotype « sauvage » lorsque la souche est étalée sur un milieu MH
contenant de la Cloxacilline (B/) est caractéristique de ce type de mutation.
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Les mutants stables surproducteurs d’AmpC deviennent résistants a la ticarcilline,
la pipéracilline et aux céphalosporines de troisieme génération (Livermore 1987)
mais AmpC est insensible aux inhibiteurs des B-lactamases utilisés classiquement
en milieu clinique tels que l'acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam
(Nordmann and Guibert 1998).

En France la surproduction de cette enzyme est le principal mécanisme de
résistance a la ceftazidime retrouvé dans les isolats cliniques (Cavallo, Leblanc
etal. 2000). Toutefois, contrairement aux entérobactéries, le géne ampC n’a

jamais été retrouvé, a ce jour, sur des plasmides.

5.1.3. Résistance par production de B-lactamases de classe A
5.1.3.1. Pénicillinases

Parmi les pénicillinases on en distingue certaines spécifiques de Pseudomonas
identifiées sous le nom de PSE-1 (« Pseudomonas specific enzyme ») ou
CARB-2, PSE-4 (CARB-1), PSE-3 a 5, CARB-3 et CARB-4 (Takahashi,
Tsukamoto et al. 1983; Boissinot and Levesque 1990; Huovinen and Jacoby
1991; Lachapelle, Dufresne et al. 1991; Sanschagrin, Bejaoui et al. 1998).
PSE-1, PSE-4 et CARB-3 ne difféerent que d’'un ou deux acides aminés alors
gu’elles ne possédent que 86,3% d’homologie avec CARB-4 dont le géne
semble avoir été acquis via d’autres bactéries eu égard son faible pourcentage
en GC (39,1% au lieu de 67% en moyenne). Elles sont actives contre les
carboxypénicillines, les uréidopénicillines et la cefsulodine mais inefficaces
vis-a-vis des céphalosporines, des carbapénémes ou de 'aztréonam. Elles sont
inactivées par les inhibiteurs classiques des B-lactamases. Ainsi dans une visée
diagnostique et thérapeutique, des diameétres d’inhibition autour de disques
TTC et TZP plus importants qu’autour des disques TIC et PIP iront en faveur

d’'une souche sur-exprimant une ou plusieurs pénicillinases (Fig. 11).
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Fig. 11: Antibiogramme d’une souche de Pseudomonas aeruginosa exprimant la

pénicillinase PSE-1 (Source : http://bacterioweb.univ-fcomte.fr)

A noter : Une résistance a la Ticarcilline (TIC) et a la Pipéracilline (PIP) mais une
sensibilité aux inhibiteurs de beta-lactamases visible par des diametres d’inhibition
plus importants pour les disques TTC et TZP.
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5.1.3.2. [B-lactamases a spectre étendu

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) hydrolysent non seulement les
carboxypénicillines et les uréidopénicillines mais aussi les céphalosporines
(ceftazidime, céfépime) (Weldhagen, Poirel et al. 2003). PER-1 (Pseudomonas
Extended Resistance) a été la premiere enzyme de cette classe a étre décrite
en 1991 en France chez un patient originaire de Turquie. Depuis, six autres
familles ont été identifiées chez Pseudomonas aeruginosa : TEM, SHV (toutes
deux bien caractérisées chez les Entérobactéries), CTX-M, VEB (Viethamese
Extended spectrum B-lactamase), GES/IBC (Guiana Extended Spectrum) et
BEL (Belgium). Différents variants ont été décrits dans différentes parties du
globe (Strateva and Yordanov 2009). En France, plusieurs souches de TEM ont
été isolées dans les années 1990 : TEM-42 (Mugnier, Dubrous et al. 1996),
TEM-4 (Poirel, Ronco et al. 1999), TEM-21 (Dubois, Arpin et al. 2002) et
TEM-24 (Marchandin, Jean-Pierre et al. 2000). SHV-2a a été détectée en 1995
en France et a I'heure actuelle ce sont les types PER et GES qui sont les plus
fréquemment rencontrés. lls sont d’ailleurs a l'origine d’épidémies hospitaliéres
(De Champs, Chanal et al. 2004; Hocquet, Plesiat et al. 2010).

Leur activité est inhibée in vitro par I'acide clavulanique (Nordmann and Guibert
1998) ce qui permet de les détecter rapidement en routine par un test de
synergie entre un disque de ceftazidime et un disque contenant de l'acide
clavulanique. En effet, on observe dans ce cas une asymétrie de la zone
d’inhibition autour des disques d’antibiotiques avec une sensibilité a la
ceftazidime uniquement au voisinage du disque d’acide clavulanique (Fig. 12).
Ces génes de classe A des BLSE sont les principaux responsables de la
diffusion de la résistance aux antibiotiques, réduisant les possibilités de

traitement des infections par le bacille pyocyanique.
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Fig. 12: Antibiogramme d’une souche de Pseudomonas aeruginosa exprimant la
BLSE PER-1 (Source : http://bacterioweb.univ-fcomte.fr)

3éme

A noter, encerclé en bleu : La synergie des céphalosporines de
et CFS) avec l'acide clavulanique (AMC).

génération (CAZ
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5.1.4. Résistance par production de B-lactamases de classe D

Les B-lactamases de classe D sont appelées « oxacillinases a spectre élargi »
(ES-OXA) (Poirel, Naas et al. 2010). La majorit¢ de ces BLSE dérivent
d’« oxacillinases a spectre restreint » par des mutations ponctuelles. En 1995,
Sanschagrin a décrit cinq groupes (notés de | a V) d’oxacillinases (Fig. 13)

(Sanschagrin, Couture et al. 1995).

Clades Groups
PSE-2/OXA-10
(n
1] 100!
OXA-5
OXA-2
100
()
OXA-3
2] 70
OXA-1
100 am
OXA-4
99
100
oxa9 (V)
LCR-1 V)
3]

Fig. 13: Dendogramme représentant les 5 groupes de [3-lactamases de classe D

(Sanschagrin, Couture et al. 1995)
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OXA-1, OXA-2, OXA-10, oxacillinases dites « classiques », sont actives contre les
carboxypénicillines et les uréidopénicillines mais inefficaces sur la ceftazidime
(Bert, Branger et al. 2002) (Fig. 14). Les oxacillinases hydrolysant la ceftazidime
ont un spectre d’action incluant le céfotaxime, la céfépime ou l'aztréonam
(Bradford 2001). Hormis OXA-18 et OXA-45, toutes ces enzymes ne sont pas
inhibées par l'acide clavulanique et le tazobactam (Philippon, Naas et al. 1997).
Leur détection en routine est donc difficile et le diagnostic se fait souvent par
élimination. Des réactions de PCR sont nécessaires pour détecter et identifier
apres séquengage, les génes codant pour ces B-lactamases.

La plupart des oxacillinases a spectre étendu sont présentes sur des plasmides ou

des intégrons, ce qui explique leur prévalence en Europe.

Fig. 14: Antibiogramme d’une souche de Pseudomonas aeruginosa exprimant

I'oxacillinase OXA-10 (Source : http://bacterioweb.univ-fcomte.fr)

A noter, encerclés en bleu : L’action de I'oxacillinase sur la Ticarcilline (TIC) mais son
inefficacité sur la Ceftazidime (CAZ).

5.1.5. Résistance par production de B-lactamases de classe B

Ces enzymes sont également connues sous le nom de carbapénémases ou de
métallo-B-lactamases en raison de la présence d’'un ou deux atome(s) de zinc
dans leur site actif. Elles agissent sur une grande variété de [(-lactamines a
I'exception de I'aztréonam et parfois de la pipéracilline. Six groupes ont été décrits

chez Pseudomonas aeruginosa: IMP (active sur I'lmipénéme), VIM (Verona-
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Integron-encoded Metallo-B-lactamases), SPM (Sao Paulo Metallo- B-lactamases),
AIM (Australia Imipenemase), GIM (German Imipenemase) et NDM-1 (New Delhi
Metallo- B-lactamases) (Toleman, Simm et al. 2002; Castanheira, Toleman et al.
2004; Koh, Wang et al. 2004; Giske, Libisch et al. 2006; Hanson, Hossain et al.
2006). L’activité de ces métallo-B-lactamases n’est pas inhibée par l'acide
clavulanique mais par des chélateurs d’ions divalents tels que 'EDTA (Nordmann
and Poirel 2002). La recherche de métallo-B-lactamases est justifiée devant une
souche résistante a la ceftazidime et a l'imipénéme. Le test d’identification,
sensible et spécifique, utilisé en routine consiste donc en l'observation d’une
synergie entre un disque de carbapénéme et un disque contenant de 'EDTA (Qu,
Zhang et al. 2009).

Aux vues de ces quelques données, il apparait indéniable que I'émergence de
souches de P. aeruginosa produisant des R-lactamases a spectre élargi (de type
PER, OXA, SHV, TEM, GES, VEB) ou/et des carbapénémases (de type VIM, IMP,
GES) représente aujourd’hui un véritable probleme de santé publique. C’est
pourquoi dés lors qu’une résistance a la ceftazidime est détectée, le Centre
National de Référence de la résistance aux antibiotiques (CNR de la résistance
aux antibiotiques) peut prendre en charge l'analyse de ces souches
multirésistantes afin d'évaluer leur risque épidémique. La figure 15 présente le
protocole défini par le CNR qui résume les indications diagnostiques détaillées

dans les paragraphes précédents.
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5.1.6. Résistance par efflux actif

Si les pompes MexAB-OprM et MexXY/OprM interviennent dans la résistance
naturelle de Pseudomonas aeruginosa, elles contribuent a accroitre sa résistance
a de nombreux antibiotiques lorsqu’elles sont surproduites. De nombreuses
souches cliniques surproduisant 'un ou l'autre voire les deux pompes, ont été
caractérisées (Llanes, Hocquet et al. 2004; Hocquet, Berthelot et al. 2007). Ce
phénoméne correspond en général a des mutations spontanées au niveau des
genes régulateurs de ces systemes (Saito, Yoneyama et al. 1999). Par rapport
aux souches sauvages, un mutant surproducteur de la pompe MexAB-OprM va
présenter une résistance accrue vis-a-vis des [(-lactamines notamment la
ticarcilline, le céfotaxime et [I'aztréonam mais également vis-a-vis des
fluoroquinolones (ofloxacine, ciprofloxacine, lévofloxacine) (Fig. 16A). La
surproduction du systeme MexXY/OprM entraine, quant a elle une augmentation
de la résistance aux céphalosporines zwittérioniques (céfépime), aux aminosides
(gentamicine, amikacine) et aux fluoroquinolones (Fig. 16B).

Des mutants surproducteurs des pompes MexEF-OprN et MexCD-OprJ sont plus
rarement observés parmi les souches cliniques (Kohler, Michea-Hamzehpour et
al. 1997; Gotoh, Tsujimoto et al. 1998). lIs résultent de mutations au niveau des
genes régulateurs mexT (mutant nfxC) et nfxB respectivement (Poole, Gotoh et al.
1996; Kohler, Epp et al. 1999). Une résistance accrue aux céphalosporines
zwittérioniques et aux fluoroquinolones, associée a une hypersensibilité a
'aztréonam, a la ticarcilline et a I'imipénéme, est caractéristique d’'un mutant du
systéme MexCD-Oprd (Fig. 16C). Le phénotype associé a une surproduction de
MexEF-OprN est une résistance modérée aux fluoroquinolones et a I'imipénéme
(Fig. 16D).
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A/ B/

Souche surproductrice de la pompe OprM-MexAB | | Souche surproductrice de la pompe OprM/MexXY

C/ D/

‘ Souche surproductrice de la pompe OprJ-MexCD | | Souche surproductrice de la pompe OprN-MexEF |

Fig. 16: Antibiogrammes de souches de Pseudomonas aeruginosa surexprimant les

systémes d’efflux (Source : http://bacterioweb.univ-fcomte.fr)

A/ La surproduction de MexAB-OprM génére une résistance aux beta-lactamines
(TIC, TCC, ATM) et aux fluoroquinolones (CIP : passage d’une forme carrée a ronde
autour de ce disque). B/ La surproduction de MexXY est responsable d’une
résistance aux aminosides (GM, TM, AN) ainsi qu’au Céfépime (FEP) et aux
fluoroquinolones (CIP). C/ Une diminution de la sensibilité aux fluoroquinolones (CIP)
et aux céphalosporines zwitterioniques (FEP) est induite par surexpression du
systeme d'efflux MexCD-Oprd. Enfin, on observe en D/ une sensibilité diminuée aux
fluoroquinolones (CIP) lorsque le systéme d'efflux MexEF-OprN est surexprimé. Elle
peut étre associée a une augmentation de la résistance aux carbapénemes (IMP et
MEM) par diminution de I'expression de la porine OprD (corégulée avec
MexEF-OprN).
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5.1.7. Résistance par altération de la perméabilité membranaire

Les B-lactamines doivent franchir la membrane externe grace a des canaux
protéiques transmembranaires appelés porines. Les carbapénémes présentent la
particularité d’utiliser un canal spécifique nommé OprD, contrairement aux autres
B-lactamines qui empruntent la voie de la porine OprF (Trias and Nikaido 1990).
De nombreuses mutations retrouvées dans les souches cliniques entrainent la
perte d’OprD et conduisent a une augmentation de 4 a 16 fois de la résistance aux
carbapenémes alors que la CMI des autres B-lactamines reste inchangée
(Fig. 17). Cependant seule la résistance a limipénéme est exclusivement
dépendante du niveau de production d’OprD. Ainsi on trouve certains mutants qui
sont résistants a I'imipénéme mais sensibles au méropénéme et au doripénéme
(Pai, Kim et al. 2001; Sakyo, Tomita et al. 2006).

Fig. 17: Antibiogramme d’une souche de Pseudomonas aeruginosa n’exprimant

plus la porine OprD (Source : http://bacterioweb.univ-fcomte.fr)

A noter, encerclé en bleu : La résistance élevée a lI'imipeneme caracteristique de la
perte d’OprD.

5.1.8. Résistance par modification des cibles cellulaires

Les cibles cellulaires des B-lactamines sont les protéines liant la pénicilline (PBP),
enzymes nécessaires a la synthése du peptidoglycane. Bien que rares, une sous-

expression, une surproduction ou une production sous forme altérée des PBP
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peuvent étre a l'origine d’une résistance spécifiques aux B-lactamines. En effet,
des cas de PBP-4 altérée, présentant une faible affinité pour les antibiotiques, ont
été reportés aprés un traitement a I'imipénéme ou avec de fortes doses de
pipéracilline (Bellido, Veuthey et al. 1990). De plus, une hyperproduction de la
PLP-3 est a l'origine d'une résistance accrue aux B-lactamines (Pechere and
Kohler 1999).

5.2. Aminoglycosides, perturbation de la traduction

5.2.1. Structure et mode d’action

Les premiers aminoglycosides découverts étaient des molécules naturelles
produites par des souches de Streptomyces et d’Actinomyces. Aujourd’hui
'hémisynthése a partir de ces composés naturels a permis d’augmenter leur
diversité. Ce sont des composés poly-osidiques substitués par des fonctions
amines (Fig. 18). lls comportent un noyau central commun constitué d’un
2-desoxystreptamine et de glucosamines et sont divisés en deux familles en
fonction des sucres aminés substituant les positions du cycle désoxystreptamine :
- Les aminosides 4,6 disubstitués: kanamycine, amikacine, tobramycine,
gentamicine

- Les aminosides 4,5 disubstitués : néomycine, ribostamycine
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FIG. 1. Structural formulac of the 2-deoxystreptamine-containing aminoglycosides cited in the text. The numbering of the atoms shown in the figure follows the recommendations in reference 73 with the primed
numbers () being ascribed to the sugar attached to the C-4 of the 2-deoxystreptamine (since this C is of the R configuration) and the doubly primed numbers (") being ascribed to the sugar attached on cither the C-6
(S configuration) for the 4.6-disubstituted deoxystreptamine or the C-5 (R configuration) for the 4,5-disubstituted-2-deoxystreptamine. Note that sisomicin and netilmicin have a particular primed sugar with a double bond
between C-4' and C-5".

Fig. 18: Structure des aminoglycosides (Mingeot-Leclercq, Glupczynski et al. 1999)

La numérotation en () est attribuée au sucre substitué sur le C4 du 2-
desoxystreptamine alors que la numérotation en (") est attribuée au sucre substitué
sur le C6 ou Cb. Les difféerentes molécules de la famille des aminosides se
différencient par la nature et la position des substituants des trois sucres constitutifs

de leur structure.

Leur action s’exerce via la liaison, par leurs fonctions —OH et —NH,, a la sous-unité
30S des ribosomes et plus particulierement au niveau du site A de I'ARN
ribosomique 16S. Il en découle une accumulation d’erreurs des protéines néo-

synthétisées ou un arrét de la traduction a différents stades.

53



Partie I - Introduction bibliographique

Chapitre V - La résistance aux antibiotiques par classe

Comme de nombreuses autres bactéries, Pseudomonas aeruginosa peut acquérir
des genes de résistance aux aminosides portés par des plasmides. Bien que la
modification enzymatique constitue le principal mécanisme de résistance aux
aminosides, une faible perméabilité membranaire, une surproduction des
systémes d’efflux actif ou encore des modifications au niveau des cibles peuvent
expliquer la résistance accrue du bacille pyocyanique a cette classe

d’antibiotiques.

5.2.2. Résistance par modification enzymatique

Les enzymes modificatrices des aminoglycosides, sont des enzymes
stéréospécifiques qui attachent des groupements phosphate, adényl ou acétyl sur
les fonctions —NH, ou —OH de ces antibiotiques empéchant ainsi leur fixation sur
le ribosome. On en distingue ainsi trois classes : les aminosides-N-amino-acétyl
transférases (AAC), les aminosides-o-nucléotidyl transférases (ANT) et les
aminosides-o-phospho transférases (APH) (Wright 1999). Leurs génes sont
fréiquemment portés par des transposons et/ou des intégrons et induisent une
expression constitutive des enzymes a l'origine d’une résistance de haut niveau
aux aminosides. Toutefois étant donné que ces enzymes sont stéréospécifiques et
que la nature et la localisation des fonctions modifiables varient d’'un aminoside a
l'autre, la résistance qui en découle n’affectera que les substrats spécifiques de

chaque enzyme (Fig. 19).
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Fig. 19: Localisation des zone d’action des enzymes modificatrices des

aminosides (d’aprés Mingeot-Leclercq, Glupczynski et al. 1999)

5.2.2.1. Aminoglycoside acétyltransférases (AAC)

L’acétylation des aminoglycosides peut avoir lieu sur les positions 1-,3-,6'- et
2’- des groupements amines. Les acétyltransférases les plus communes sont :
AAC(3) et AAC(6’) et sont toutes deux divisées en sous familles. La
sous-famille AAC (3)-I qui comporte trois variants chez Pseudomonas
aeruginosa est un déterminant classique de la résistance a la gentamicine de
cet organisme. De la méme fagon, parmi les AAC(6’), AAC(6’)-Il sert de
déterminant pour la résistance a la gentamicine et la Tobramycine alors que
'AAC(6’)-Il moins fréquente agit préférentiellement sur 'amikacine (Poole 2005;

Ramirez and Tolmasky 2010).

5.2.2.2. Aminoglycoside nucléotidyltransférases (ANT)

La plus fréquente dans cette classe d’enzymes modificatrices des aminosides
est ANT(2’). Elle inactive la gentamicine et la tobramycine (Poole 2005). On
trouve ensuite dans les isolats cliniques ANT(4’), qui confére une résistance a
I'amikacine et a la tobramycine. Une troisieme nucléotidyltransférase est décrite

chez Pseudomonas aeruginosa, elle est active sur la streptomycine mais est
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inefficace sur les aminoglycosides utilisés en milieu clinique contre le bacille

pyocyanique (Ramirez and Tolmasky 2010).

5.2.2.3. Aminoglycoside phosphoryltransférase (APH)

Les principales APH retrouvées chez Pseudomonas aeruginosa agissent sur le
3-OH de leur cible conférant ainsi généralement une résistance aux
aminoglycosides non utilisés en thérapeutique (kanamycine, néomycine,
streptomycine) [Poole, 2005]. A cette famille appartient notamment,
FAPH(3’)-Ilb qui, par sa présence dans le génome, est responsable de
'insensibilité générale a la kanamycine du bacille pyocyanique. D’autres
APH(3’) conférant une résistance vis a vis d’autres aminoglycosides ont été
décrites chez Pseudomonas aeruginosa. |l s’agit par exemple de APH(3’)-VI
pour 'amikacine et de 'APH(2”) pour la gentamicine et la tobramycine (Kettner,
Milosovic et al. 1995).

5.2.3. Résistance par modification de la perméabilité membranaire

Contrairement aux B-lactamines, les aminoglycosides n’empruntent pas de
porines pour pénétrer dans la cellule mais franchissent directement la membrane.
En effet, leur caractére polycationique leur permet d’interagir avec les
lipopolysaccharides localisés dans la membrane externe. Un défaut de charge
négative lors de la biosyntése du lipopolysaccharide entrainera donc une
réduction de la pénétration intracellulaire des aminosides. C’est ce que l'on
retrouve dans les souches cliniques présentant des altérations sur le locus rfb.
Ces souches présentent un phénotype dit « rough » (aspect sec et rugueux)
associé a une sensibilité aux aminoglycosides amoindrie (Evans, Pier et al. 1994).
Ce type de mutations est fréequemment retrouvé chez les patients atteints de
mucoviscidose ou présentant des brdlures surinfectées (Hancock, Mutharia et al.
1983; Bryan, O'Hara et al. 1984).
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5.2.4. Résistance par efflux actif

La pompe MexXY/OprM est le principal mécanisme d’efflux actif responsable de la
résistance non enzymatique aux aminoglycosides chez Pseudomonas aeruginosa.
Ce phénomeéne est frequemment retrouvé en France chez les malades atteints de
la mucoviscidose. Si la surexpression de 'opéron mexXY entraine généralement
une résistance modérée aux aminosides (facteur 2 a 8 par rapport a la souche de
référence PAO1) (Llanes, Hocquet et al. 2004), dans le cas de la mucoviscidose,
elle peut étre a lorigine d'une résistance élevée en absence d’enzymes
modificatrices (Sobel, McKay et al. 2003; Vogne, Aires et al. 2004, Islam, Oh et al.
2009). Elle est souvent due a des mutations localisées sur le géne codant pour
MexZ, le régulateur de la pompe (mutants agrZ). Toutefois, certaines souches
cliniques de patients mucoviscidosiques ne présentent aucune altération sur mexZ
ni dans la région promotrice de mexXY (mutants agrW) mais sur le locus du géne
parR (Muller, Plesiat et al. 2011). parR appartient au bicistron parRS codant pour
un systéme a deux composantes influengant I'expression de certains déterminants

de la résistance de Pseudomonas aeruginosa (ex. oprD, mexXY).

5.2.5. Résistance par modification de la cible ribosomale

Un nouveau mécanisme de résistance a émergé récemment chez de nombreux
bacilles a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa mais aussi Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Salmonella enterica, Shigella flexneri...). Il ne touche pas
I'aminoside mais modifie TARN16S sur lequel I'antibiotique se fixe. La production
des méthylases RmtA et RmtD (Resistance Methylase Transferase) retrouvées
dans de nombreux isolats cliniques au Japon en 2003 et au Brésil en 2007,
confére une résistance aux 2-déoxystreptamines bisubstituées en 4,6 i.e. la
gentamicine, la tobramycine, [I'amikacine, [lisépamycine et [I'arbékacine
(Yokoyama, Doi et al. 2003; Doi and Arakawa 2007).

La production simultanée d'une méthylase de [IARN 16S et dune
métallo-B-lactamase rendra les souches résistantes a tous les aminosides et
B-lactamines illustrant le risque élevé d’évolution rapide vers la toto-résistance
(Doi, de Oliveira Garcia et al. 2007).
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5.2.6. Résistance via la production d’alginate et la formation de biofilm

Une production massive d’alginate (polymére d’acide D-mannuronique et d’acide
L-guluronique) ou la formation de biofilm par les souches de Pseudomonas
aeruginosa joue le role de barriere protectrice pour les bactéries vis-a-vis des
défenses immunitaires de I'héte. Les souches productrices d’alginates, qualifiées
de « souches muqueuses » sont retrouvées principalement chez les patients
atteints d’infections chroniques. Quant aux souches vivant sous forme de biofilms,
elles peuvent devenir 1000 fois plus résistantes que leurs homologues se
développant a I'état planctonique (Nickel, Ruseska et al. 1985). La tobramycine, la
gentamicine, 'amikacine et la streptomycine sont capables d’induire la formation
de biofilms (Hoffman, D'Argenio et al. 2005; Elliott, Burns et al. 2010) et la
pénétration réduite de ces antibiotiques générée par ce mode de vie particulier,
tend a diminuer leur efficacité (Nichols, Dorrington et al. 1988; Khan, Bernier et al.
2010). Ainsi Shigeta, Tanaka et al. (1997) ont montré que si les fluoroquinolones
ont une excellente pénétration au sein du biofilm, la pipéracilline et I'imipénéme
ont davantage de difficultés et ce sont surtout les aminoglycosides qui ont le plus
faible taux de pénétration (Shigeta, Tanaka et al. 1997). Enfin, une analyse des
genes exprimés au sein du biofilm, a mis en évidence la surexpression du géne
tolA (Whiteley, Bangera et al. 2001), dont I'implication est connue pour réduire la
liasison des aminoglycosides au LPS et donc limiter leur pénétration (Rivera,
Hancock et al. 1988).

5.3.Fluoroquinolones

5.3.1. Structure et mode d’action

Les fluoroquinolones (ou 4-quinolones) sont des antibactériens de synthése
dérivant de I'acide nalidixique. Elles possédent un noyau 4-oxo,3-carbonyl,pyridine
et un fluor en position 6 (Fig. 20). Cette famille comprend la ciprofloxacine, la
norfloxacine, I'ofloxacine, la péfloxacine, la moxifloxacine et la Iévofloxacine.
Ces molécules possédent un spectre trés étendu puisqu’elles bloquent la
réplication bactérienne via l'inhibition de deux enzymes: 'ADN gyrase et la
topoisomérase IV (Khodursky and Cozzarelli 1998).
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Fig. 20: Structure des fluoroquinolones

La résistance aux fluoroquinolones chez Pseudomonas aeruginosa est due a des
mutations dans les Quinolone Resistance Determining Regions (QRDR) des

genes cibles et a la surexpression de pompes d’efflux.

5.3.2. Résistance par modification des cibles

Les deux enzymes cibles des fluoroquinolones, sont composées de deux sous
unités, respectivement : GyrA et GyrB, et ParC et ParE. Des mutations dans les
QRDR des génes correspondants affectent la liaison des fluoroquinolones sur
leurs cibles (Jacoby 2005). Ces mutations apparaissent avec une fréquence allant
de 10° a 10°®. Les mutations sur le géne gyrA sont les plus fréquentes, générant
une augmentation de la CMI de la ciprofloxacine de 1 a 64 mg/L. Les mutations de
parC sont plus rares mais l'association simultanée de mutations sur ces deux
genes (gyrA et parC) conduit a des niveaux de résistance trés élevés (128 mg/L)
(Akasaka, Tanaka et al. 2001; Lee, Lee et al. 2005; Muramatsu, Horii et al. 2005).
La ciprofloxacine et la lévofloxacine sont les fluoroquinolones ayant la meilleure

activité intrinséque sur Pseudomonas aeruginosa mais elles ne peuvent
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malheureusement pas étre utilisées seules en raison de la fréquence élevée de

mutations survenant sur leurs cibles.

5.3.3. Résistance par efflux actif

Quatre systémes d'efflux ont été largement décrits chez Pseudomonas
aeruginosa : MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN et MexXY/OprM. Bien que
chacun présente un pool préférentiel d’antibiotiques susbtrats (Masuda,
Sakagawa et al. 2000), les fluoroquinolones peuvent étre prises en charge par
toutes ces pompes. En absence de mutation cible, la surexpression des systemes
d’efflux n’est responsable que dune résistance de bas niveau aux
fluoroquinolones. Le niveau élevé de résistance du bacille pyocyanique pour cette
classe d’antibiotiques résultera donc de I'action conjointe des différentes pompes
d’efflux causée par les mutations nalB, nfxB et nfxC associée aux mutations sur
les enzymes cibles (Jalal, Ciofu et al. 2000; Le Thomas, Couetdic et al. 2001;
Higgins, Fluit et al. 2003). Les nouvelles fluoroquinolones sont sélectives des
mutants nfxB (i.e. pompe MexCD-Oprd) alors que les anciennes quinolones
sélectionnent préférentiellement les mutants nfxC et nalB (Kohler, Michea-

Hamzehpour et al. 1997).

5.4.Colistine, désorganisation de la membrane

5.4.1. Structure et mode d’action

La colistine appartient a la famille des polymyxines. Il s’agit d’'un décapeptide
cyclique cationique relié a un acide gras via une liaison a-amide (Fig. 21). Les
acides aminés composant la chaine polypeptidique sont: la D-Leucine,
L-Thréonine et l'acide L- a-y-diaminobutyrique. L’acide gras peut étre I'acide
6-methyl-octanoique (Polymyxine A ou E1) ou l'acide 6-methyl-heptanoique
(Polymyxine B ou E2). En général les préparations pharmaceutiques contiennent

un mélange de ces deux composés.
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Fig. 21: Structure de la colistine

Egalement appelé Polymyxine E, cet antibiotique cible les membranes
bactériennes. Au niveau de la membrane externe, il va déplacer les contres ions
(Ca** et Mg®") qui stabilisent normalement le lipopolysaccharide puis il va
désorganiser la membrane cytoplasmique aboutissant a la libération du contenu
cellulaire. Des images en microscopie électronique montrent d’ailleurs la formation
de projections fibreuses correspondant au matériel cytoplasmique libéré au travers
des trous formés par I'action de la colistine (Koike, lida et al. 1969). La colistine
posséde également une activité anti-endotoxine par neutralisation du LPS en se

liant a lui.

5.4.2. Résistance par modification de la paroi membranaire

Bien que possédant une activité intrinséque intéressante vis-a-vis des organismes
a Gram négatif, cet antibiotique est trés peu utilisé en thérapie du fait de sa
néphrotoxicité (Falagas and Kasiakou 2005). Il n’est donc en général administré
qu’aux patients atteints de mucoviscidose, par inhalation, afin de tenter
d’éradiquer une colonisation précoce ou intermittente du bacille pyocyanique
(Jensen, Pedersen et al. 1987).

Le mode d’action trés direct de la colistine ne se préte pas au développement
d’'une résistance, pourtant Pseudomonas aeruginosa parvient parfois a modifier la
structure de sa membrane afin de la rendre imperméable a cet antibiotique
(Johansen, Moskowitz et al. 2008). Ainsi la substitution d’'un aminoarabinose (le
4-amino-4-deoxy-L-arabinose), sur le lipide A constitutif du LPS est décrit comme

le mécanisme majeur de résistance aux polymyxines in vitro (Moskowitz, Ernst et
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al. 2004). De telles modifications du lipide A du LPS ont également été mises en
évidence chez des patients mucoviscidosiques (Ernst, Yi et al. 1999). Cette
modification est générée par les produits du locus arnBCADTEF dont la régulation

implique trois systémes a deux composantes : PhoPQ, PmrAB et ParRS (Fig. 22).

pid
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’A’
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SNBCADTEF - pmrE PA1TS

Tr 2

Product
of PAY

of PAVTS7
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|l

Aminoarabinose lipid A
Modification of LPS

Fig. 22: Systémes de régulation impliqués dans la résistance adaptative a la colistine
(Skiada, Markogiannakis et al. 2011)

Les peptides cationiques activent le systeme ParRS qui va lui méme activer I'opéron
arnBCADTEF directement ou via l'induction de I'opéron pmrAB. Il en résulte une
modification du LPS par incorporation du 4-arabinose dans le lipide A, qui va limiter
la fixation des peptides cationiques a la membrane externe. Ce phénoméne est
également induit en cas de carence en Mg** par I'activation des systémes de
régulation PhoPQ et PmrAB.

Des altérations de ces trois systémes régulateurs ont d’ailleurs été retrouvés dans

des isolats cliniques (Barrow and Kwon 2009; Muller, Plesiat et al. 2011)
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- phoP et phoQ appartiennent a un opéron unique avec oprH. L’expression de
ces 3 génes est induite uniqguement en condition de carence en Mg?*. En effet,
si PhoP semble capable d’activer fortement la transcription de I'opéron quelles
que soient les conditions, PhoQ jouerait un réle de régulateur en
déphosphorylant PhoP en réponse aux faibles concentrations de Mg**
(Macfarlane, Kwasnicka et al. 1999). OprH exprimée via ce systéme a deux
composantes, devient alors la protéine majeure de la membrane externe et
mimerait I'action des cations pour restaurer la rigidité du LPS nécessaire a la

résistance (Bell, Bains et al. 1991).

- Le systeme PmrA-PmrB a été largement caractérisé chez Salmonella enterica
serovar Typhimurium (Gunn, Lim et al. 1998) et un systéme homologue a été
retrouvé chez Pseudomonas aeruginosa (McPhee, Lewenza et al. 2003;
Fernandez, Gooderham et al. 2010). L’'expression de l'opéron pmrAB est
induite par de faibles concentrations de M92+ mais indépendamment de
PhoPQ. PmrB est la kinase senseur, nécessaire a 'activation de PmrA qui se

lie sur la région promotrice de 'opéron en vue de sa transcription.

ParRS apparait comme le systéme régulateur impliqué dans la résistance
adaptative en répondant directement aux polypeptides et non plus a une déplétion
en cations (Fernandez, Gooderham et al. 2010). Des mutations affectant le
régulateur ParR ou la kinase senseur ParS peuvent générer une résistance
constitutive aux polypeptides cationiques chez Pseudomonas aeruginosa via la
surexpression de 'opéron arnBCADTEF-ugd (Muller, Plesiat et al. 2011). Le signal
percu par ParS reste pour I’heure inconnu et son identification sera un pré-requis
pour le développement de nouveaux agents capables de bloquer cette réponse

adaptative.
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6. La multi résistance de Pseudomonas aeruginosa, une impasse
thérapeutique ?

Pseudomonas aeruginosa posséde un arsenal de mécanismes lui permettant de

résister aux antibiotiques, aboutissant souvent a une impasse thérapeutique dans la

lutte contre ces infections. Face a cette multi résistance toujours croissante et a la

difficulté de développer de nouveaux antibiotiques, il apparait aujourd’hui inévitable

de devoir trouver de nouvelles stratégies pour combattre le bacille pyocyanique,

premier agent infectieux nosocomial en terme de mortalité.

6.1.Une nouvelle stratégie : contourner le mécanisme d’efflux

L’inhibition des pompes d’efflux semble étre une alternative intéressante, a utiliser en
synergie avec les traitements actuels. En effet, si chaque classe d’antibiotiques
génere des mécanismes de résistance qui lui sont propres, I'activation des systémes
d’efflux semble étre un déterminant commun et en outre leur spécificité ne se
restreint généralement pas a une seule famille d’antibiotiques.

Dans ce contexte, il semble donc tout a fait pertinent de s’attacher a trouver soit un
inhibiteur spécifique soit un inhibiteur commun de ces pompes d’efflux qui serait
utilisé en combinaison avec les antibiotiques actuels afin de potentialiser leur
efficacité. Ainsi cet EPI (efflux pump inhibitor) augmenterait la concentration
intracellulaire de I'antibiotique délivré, restaurerait son activité contre les souches
résistantes et limiterait le développement supplémentaire de telles souches.

Cet inhibiteur pourrait toutefois agir a différents niveaux (Fig. 23): (1) inhiber le
substrat par un mécanisme de liaison compétitive ou non, (2) interférer avec les
mécanismes régulant I'expression des pompes d’efflux, (3) perturber le systéme
énergétique nécessaire a I'activité de la pompe, (4) bloquer la protéine canal de la
membrane externe, ou encore (5) empécher l'assemblage de ces systéemes
tripartites. Enfin, une stratégie plus classique pourrait consister a (6) modifier la
structure d’antibiotiques actuels afin qu’ils ne soient plus reconnus par les systémes
d’efflux.
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| (4) Bloquer le canal de la porine |

‘ (5) Bloquer I'assemblage du systéme tripartite ‘

‘ (3) Perturber le systéme énergétique | ®

(1) Inhiber le substrat
(compétition au niveau du site de fixation)

| (2) Interférer avec les mécanismes de régulation |

P—'L_)MFPQ RND ‘

——  Regul.

Fig. 23: Différentes stratégies envisageables pour inhiber les systémes d’efflux

6.2. Les EPI disponibles actuellement

6.2.1. Les agents perméabilisant la membrane

Parmi ces agents, les polymyxines, et notamment la Polymyxine B, présentent des
propriétés intéressantes. En effet, nous I'avons vu précédemment, grace a leur
liasison au lipopolysaccharide elles perméabilisent la membrane externe pour
faciliter le passage d’antibiotiques hydrophobes ou d’autres composés
bactéricides (Tsubery, Yaakov et al. 2005). Cependant leur utilisation reste limitée

du fait de leur nocivité.

6.2.1.1. Les agents ciblant 'énergie de la pompe

Des composés tels que le carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP)
(Fig. 24B) sont classiquement utilisés dans les laboratoires pour abolir I'efflux
de nombreuses molécules. lls réduisent la viabilité cellulaire en dissipant la
force proto-motrice membranaire ; cependant la question de savoir si leur effet
passe par une meilleure pénétration de I'antibiotique ou par une altération de
I'enveloppe cellulaire, reste ouverte. En outre, ce sont des composés nocifs et
cytotoxiques également substrats des pompes d’efflux bactériennes. A I'heure
actuelle, aucun composé « bloqueur d’énergie » n'a été développé dans une

visée thérapeutique.
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6.2.1.2. Les inhibiteurs de la fonction de la pompe

6.2.1.2.1. Les peptidomimétiques

Le premier composé de cette famille a avoir été isolé est le MC-207 110 ou
phénylalanine arginyl 3-naphthylamide (PARBN) (Fig. 24B). Il est issu d’un
criblage haut débit basé sur la capacité a restaurer la sensibilité de
différentes souches cliniques a la lévofloxacine. Son activité vis a vis d’autres
antibiotiques tels que le chloramphénicol et les macrolides a également été
rapportée (Lomovskaya, Warren et al. 2001), Iui conférant le statut
d’inhibiteur a large spectre des pompes d’efflux.

L’étude de son mécanisme d’inhibition a permis de montrer que le PARN
était en fait un substrat des pompes d’efflux qui agirait comme inhibiteur
compétitif en se liant sur la méme poche d’affinité que les antibiotiques (Yu,
Aires et al. 2005; Lomovskaya and Bostian 2006).

Essential Therapeutics et Daiichi Pharmaceutical ont développé des dérivés
du MC-207 110 afin d’'améliorer la stabilité biologique du composé ainsi que
son profil pharmacocinétique et thérapeutique mais le probléme majeur de

cette famille I’EPI reste encore leurs propriétés toxiques.

6.2.1.2.2.  Dérivés des quinolines
Cette nouvelle classe de composés comprenant des pyrrido-, alkoxy-,
alkylamino- et chloro- dérivés (Fig. 24D), a vu le jour grace a des criblages
réalisés sur des souches d’'Enterobacter aerogenes visant a restaurer leur
sensibilité vis a vis de différentes classes d’antibiotiques (quinolones,
phénicols, cyclines). Par des mesures de concentration intracellulaire
d’antibiotiques, il a été montré que ces composés avaient une activité directe
sur le mécanisme d’efflux. (Chevalier, Atifi et al. 2001; Mallea, Mahamoud et
al. 2003). L’encombrement strérique généré par ces EPI au niveau du site de
fixation serait vraisemblablement a l'origine de leur activité inhibitrice. De
plus, ils sont considérés comme des inhibiteurs a large spectre chez

Enterobacter aerogenes et Klebsiella pneumoniae mais ont une efficacité
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plus partielle chez Pseudomonas aeruginosa (Chevalier, Bredin et al. 2004;
Chevalier, Mahamoud et al. 2010).

Des tests de toxicité et de pharmacodynamique restent a faire avant de
valider leur potentialité thérapeutique mais leur proximité avec la famille des
quinolones laisse a penser qu’ils auront une pharmacocinétique efficace et

peu d’effets indésirables.

6.2.1.2.3.  Dérivés des pyridopyrimidines et des arylpipérazines
Ces dérivés (Fig. 24C) ont été testés pour leur activité inhibitrice sur la
pompe MexAB-OprM chez P. aeruginosa. lls ne possédent pas d’activité
antibactérienne intrinséque mais agissent, par un mécanisme indéterminé,
en tant que potentialisateurs de l'activité des antibiotiques. Toutefois, ils
présentent une faible stabilité et une haute affinité pour les protéines
sériques. L’augmentation de leur solubilité sera nécessaire avant d’envisager

une utilisation intravéneuse (Nakayama 2003-2004).
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Phenylalanine arglnme /‘L m-chlorophenylhydrazone
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ki X=NH, aminoquinolines X=8, thioalkoxyquinolines

1Naphthylmethyl -piperazine Pyridoquinolines o o
X=0, alkoxyquinolines R;=Cl, 7-chloroquinolines

Fig. 24: Quelques exemples d’inhibiteurs des systémes d’efflux (EPIs)
(Pages, Masi et al. 2005)

En (A/) un exemple de peptidomimétiques, en (B/) un agent dissipant la force proto-
motrice, en (C/) un exemple de dérivé arypipérazine et en (D/) la structure générale
des EPIs dérivant des quinolines.
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L’inhibition des pompes d’efflux, en bloquant spécifiquement la porine de la
membrane externe ou I'assemblage du systéme ftripartite, est une approche trés
attractive mais non encore développée, car elle nécessite au préalable de bien
comprendre les mécanismes structuraux et dynamiques mis en jeu par ces systémes
d’efflux. De nombreux efforts a cette fin se sont portés ces derniéres années sur
I'étude du fonctionnement des pompes AcrAB-TolC et MexAB-OprM d’Escherichia

coli et Pseudomonas aeruginosa mais cela reste a ce jour a I'état de « modeéle ».
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7. Structure et assemblage des pompes d’efflux

Comme nous l'avons vu précédemment, le séquengage entier du génome de
Pseudomonas aeruginosa a permis d’identifier 12 génes codant pour des pompes
d’efflux de la famille des transporteurs RND et 4 d’entre elles ont prouvé leur
implication dans la résistance aux antibiotiques: MexAB-OprM, MexEF-OprN,
MexCD-OprJ et MexXY/OprM. Ces systémes sont composés de trois protéines :

- une protéine dans la membrane cytoplasmique de la famille RND (MexB,
MexF, MexD, MexY), qui agit comme une pompe en utilisant la force proto-
motrice pour expulser différents substrats,

- une protéine de type OMF (Outer Membrane Factor), souvent qualifiée de
« porine » et située dans la membrane externe (OprM, OprN, Oprd),

- une troisitme protéine périplasmique, de type MFP (Membrane Fusion
Protein) ancrée dans la membrane cytoplasmique par un palmitate N-terminal

et qui sert a assurer 'association des deux autres protéines.

&

Cytoplasm

Fig. 25: Schéma représentatif d’'une pompe d’efflux

Bien que la structure cristallographique de chaque protéine composant la pompe

MexAB-OprM ait été résolue, la compréhension mécanistique de ces systéemes
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d’efflux a surtout avancé grace a l'apport des nombreuses études réalisées sur la
pompe AcrAB-TolC, le systéme équivalent chez Escherichia coli. En effet, alors que
I'identité de séquence entre les protéines équivalentes des deux organismes n’est
pas trés élevée (69% entre les RND, 55% entre les MFP et seulement 19% pour les
OMF), leurs structures tri-dimensionnelles et leur organisation structurale en systéme

tripartite sont vraisemblablement similaires.

7.1. Le transporteur RND

7.1.1. Aspects structuraux

La structure cristallographique de MexB a été obtenue en 2009 (Sennhauser,
Bukowska et al. 2009) mais la premiére structure d’'un transporteur RND a avoir
été résolue est celle d’AcrB d’E. coli (Murakami, Nakashima et al. 2002) pour
laquelle on dispose a ce jour d'un plus grand nombre d’informations. Ce
transporteur du systeme de sécrétion de type | s’organise sous forme d'un
homotrimére de 330kDa en forme de « méduse ». Chaque protomeére, composé
de 1049 acides aminés, peut étre subdivisé en trois domaines: un domaine
transmembranaire de 50 A d’épaisseur, un domaine intermédiaire de 40 A et enfin

un domaine de 30 A qui sert d’amarrage pour la protéine OMF (Fig. 26A).

7.1.1.1. Le domaine transmembranaire

Le domaine inséré dans la membrane interne est composé de 12 hélices a
transmembranaires regroupées en deux blocs (TM1 a TM6 et TM7 a TM12)
reliés via une treizieme hélice (la) couchée a la surface de la membrane
cytoplasmique (Fig. 26C). Les seuls contacts interprotoméres au sein de ce
domaine sont localisés entre les hélices TM1 et TM8. De plus, une grande
cavité est formée par le trimére, elle s’'ouvre de 30 A du c6té cytoplasmique

pour se rétrécir a 14 A du co6té périplasmique (Fig. 26B).
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7.1.1.2. Le domaine pore

Le domaine pore, ou domaine d’entrée est composé de quatre sous-domaines
a/fy (PN1, PN2, PC1 et PC2). PN1 et PN2 sont situés entre les hélices TM1 et
TM2 alors que PC1 et PC2 sont localisés entre TM7 et TM8 (Fig. 26A). Chaque
sous-domaine comporte un motif répété caractéristique R-a-B agencé de
maniére a voir ses deux feuillets 3 antiparalléles au centre, encerclés par les
hélices a. Sur une vue perpendiculaire a la membrane, une crevasse se
dessine entre les domaines PC1 et PC2 (Fig. 26D). D’une profondeur de 15 A
et longue de 40 A, elle pourrait étre le site de fixation de la protéine de fusion
périplasmique. Sur une vue supérieure, les hélices 2 des domaines PN1
forment un pore central fermé mais une cavité nommeée vestibule apparait entre
les domaines PN2 et PC2 de deux protomeéres voisins. Cette ouverture servirait

de porte d’entrée aux substrats (Fig. 26D).

7.1.1.3. Le domaine « chapeau »

Le dernier domaine d’AcrB comprend les domaines DC et DN. Chaque
sous-domaine est formé de feuillets R servant de base de support pour les
hélices. Le sous-domaine posséde en plus un long feuillet 3 qui pénétre dans le
protomeére voisin afin de stabiliser le trimére. Le trimére des domaines
d’amarrage forme un entonnoir dont le diamétre supérieur est compatible avec

le diameétre de I'extrémité périplasmique de la protéine OMF (Fig. 26B).
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Fig. 26: Structures cristallographiques d’AcrB

(A/) Structure du monomere d’AcrB faisant apparaitre les sous domaine d’AcrB.
(B/) Structure en rubans du trimere d’AcrB faisant apparaitre les différents domaines
et cavités du transporteur (Murakami, Nakashima et al. 2002). (C/) Vue supérieure
du domaine transmembranaire (Seeger, von Ballmoos et al. 2008). (D/) Vue
supérieure du domaine pore.
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7.1.2. Aspects mécanistiques

Cette premiere structure d’AcrB a permis de visualiser I'architecture globale du
transporteur mais une trentaine de structures d’AcrB, sauvage ou muté, en
présence de ligands ou d’inhibiteurs, sont venues étayer la description du
fonctionnement de la pompe du point de vue de ses changements

conformationnels, de la fixation des substrats, et du pompage des protons.

7.1.2.1. Fixation de ligands

Une premiére série de structures d’AcrB en présence de différents ligands
(rhodamine 6G, le bromure d'éthidium, du déqualinium et la ciprofloxacine) a
été résolue par Yu, McDermott et al. (2003). Toutes ces structures présentent
les ligands logés dans une grande cavité centrale et font intervenir des acides
aminés différents pour linteraction. Toutefois, les ligands étant bloqués a
'entrée du pore, ces structures n’apportent pas davantage d’'information sur le
mécanisme fonctionnel d’AcrB. Un mutant du transporteur RND, gardant
I'activité de pompe, a donc été réalisé par ces méme auteurs (Yu, Aires et al.
2005) afin de faciliter 'ouverture du pore au niveau de la constriction maximale.
La mutation N109A ainsi formée a permis une ouverture du pore de 3 A avec
un élargissement de la poche périplasmique et a abouti a trois nouvelles
structures en présence de cinqg ligands (la rhodamine 6G, le bromure
d'éthidium, la ciprofloxacine, la nafcilline, et le PARN). Cette fois ci les ligands
ne se retrouvent plus uniquement dans la cavité centrale mais également dans
une dépression périphérique du domaine périplasmique (Fig. 27). Cependant,
la faible résolution des structures (3,2 a 3,8 A) ne permet pas de déterminer
avec précision les résidus d’AcrB impliqués dans les liaisons électrostatiques
avec les ligands. Malgré tout, en mutant certains résidus de cette poche, des
variations suffisantes de CMI ont été mises en évidence, confirmant
'importance de cette zone dans le chemin d’efflux. Ceci est d’ailleurs confirmé
par des mutants aléatoires sur MexB (R716H-MexB équivalent a R717-AcrB)
(Middlemiss and Poole 2004) ou des mutants spontanés de MexD (N673T-
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MexD équivalent a T676-AcrB et E89K-MexD équivalent a Q89-AcrB) (Mao,

Warren et al. 2002) qui présentent une modification de spécificité de substrats.

Fig. 27: Poche de liaison périplasmique du mutant N109A d’AcrB

Différents ligands : la ciprofloxacine (gris), le bromure d’éthidium (orange), la
rhodamine 6G (rouge), la nafcilline (jaune), et le PARBN (bleu) sont représentés au
sein de la poche périplasmique d’AcrB coloriée en bleu foncé sur la structure en Ca
du mutant.

7.1.2.2. Le chemin des protons

Une nouvelle série de mutants d’AcrB a été créée dans I'objectif de perturber le
relai de protons au niveau du domaine transmembranaire afin de vérifier si des
changements conformationnels plus éloignés dans la structure pouvaient en
résulter. Les acides aminés D407, D408, K940, T978 formant un réseau de
liaisons hydrogéne ou ponts salins ont donc été alternativement transformés en
alanine afin d’empécher la protonation du groupement carboxyle d’'un des deux
résidus Asp par transfert d’'un proton de la Lysine (Su, Li et al. 2006). Les
changements conformationnels induits par ces mutations ont surtout élargi de 2

A T'espacement entre les TM1 et TM8' de deux monoméres adjacents sans
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créer de réels changements au niveau de la poche périplasmique. Toutefois,
Seeger, Schiefner et al. en 2006, ont confirmé l'importance du résidu D408
dans la translocation de proton, complété par le résidu R971 (Seeger, Schiefner
et al. 2006).

7.1.2.3. Le mécanisme de pompe péristaltique

Malgré les apports d’informations fournies par les structures décrites
précédemment, le mécanisme de fonctionnement du transporteur RND restait
incompris. Il aura fallu attendre 2006 et de nouvelles structures pour combler ce
manque (Murakami, Nakashima et al. 2006; Seeger, Schiefner et al. 2006;
Sennhauser, Amstutz et al. 2007). En effet, jusqu’alors toutes les structures
avaient été résolues dans le groupe d’espace R32 et a basse résolution. Ce
groupe d’espace reliant les molécules par un axe de symétrie d’ordre trois, il
était impossible de déceler une quelconque différence entre les trois
monomeres. La co-cristallisation en présence de DARPins (Designed Ankyrin
Repeat Proteins), molécules aidant a la cristallisation de protéines
membranaires et le passage a des groupes C2, P1 et P2:2:2¢ ont permis
d’améliorer la résolution & 2,8 A et de mettre en évidence une déviation de
2,4 A de la chaine polypeptidique notamment au niveau du domaine d’entrée.
Les ligands co-cristallisés (doxorubicine et minocycline) ne se lient plus que sur
un seul protomére dans une poche aromatique située au niveau de feuillets 3
des domaines PN2 et PC1. Ce protomére a été ainsi qualifié¢ de
« binding protomery». Il présente une modification de I'hélice centrale de PN1
qui s’incline de 15° par rapport aux autres protomeéres, bloquant ainsi la poche
au niveau du pore alors que le cbté périplasmique reste ouvert. Lorsque
'ouverture s’inverse (coté périplasmique fermé et pore ouvert) I'extrusion du
substrat, est rendue possible. Ce protomére ne contenant aucune molécule est
donc désigné comme |’ « extrusion protomer ». Le dernier protomeére, qui ne
contient pas de substrat, a son pore bouché et une ouverture périplasmique
resserrée. Il correspondrait a un protomére au repos, en attente d’'un prochain
substrat d’'ou son nom d’ « access protomer » (Fig. 28A). En ce qui concerne le

vestibule, on remarque qu’il est ouvert sauf dans le cas de I'extrusion, prouvant
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que le pore et le vestibule ne peuvent s’ouvrir de maniére concomitante. Il est
vraisemblable que la fermeture du vestibule génére des changements
conformationnels poussant le substrat a sortir du transporteur.

Ces structures confirment I'hypothése émise précédemment concernant le relai
de protons puisqu’on peut noter que la Lysine 940 forme des ponts salins avec
les Aspartates 407 et 408 dans les protomeres « Access » et « Binding » alors
gu’elle se ré-oriente vers la Thr 978 dans le protomére « Extrusion » (Fig. 29).
Une communication semble donc bien exister entre le domaine

transmembranaire et le domaine périplasmique (Fig. 28B).
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O\ Perplasm

Cytoplasm

Fig. 28: Schéma du mécanisme de pompe péristaltique d’AcrB

(A/) Représentation du mécanisme de pompe péristaltique d’AcrB en vue
latérale et transversale (Violet = protomere « Access », Rose = protomére
« Binding », Rouge = protomére « Extrusion ») (Schuldiner 2006). (B/) Vue de
I'évolution de la cavite périplasmique au sein de chaque monomere
(Bleu=Access, Jaune=Binding, Rouge=Extrusion) (Seeger, Schiefner et al.
2006).

Afin de confirmer la validité du modéle présenté via ces structures
cristallographiques, des expériences in vivo on été menées aprés introduction
par mutagénése dirigée de cystéines sur des résidus aux interfaces des
domaines ou tout le long du chemin supposé des substrats (Seeger, von

Ballmoos et al. 2008; Husain and Nikaido 2010). Elles ont notamment mis en
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évidence 25 résidus impliqués dans le transport, de la fente a I'extrémité de
I'entonnoir. De plus, d’aprés toutes ces études, il semblerait que les substrats
ne puissent étre capturés que de la membrane et pas directement depuis le
cytoplasme. Cependant, Das, Xu et al. (2007) ont montré que la sélectivité des
substrats a extruder s’exergait visiblement grace a la partie N-terminale d’AcrB
(Das, Xu et al. 2007). C’est ce que réveéle leur nouvelle structure, dans laquelle
les premiers résidus de la protéine apparaissent pour la premiére fois,
structurés sous la forme d’une hélice qui va réduire le diamétre d’'ouverture de
la cavité centrale & 15 A du coté cytoplasmique (Fig. 30). Ainsi, les molécules
pourraient entrer de maniére passive jusque dans la cavité périplasmique avant

d’étre prises en charge par le mécanisme de pompe péristaltique.
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Extrusion
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Murakami et al., 2006 Sennhauser et al., 2007

Fig. 29: Représentation des modifications conformationnelles des acides aminés

impliqués dans le relai de proton au niveau du domaine transmembranaire d’AcrB
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Fig. 30: Vue de la face cytoplasmique du trimére d’AcrB (Das, Xu et al. 2007)

Le diamétre externe de 30 A correspond a la taille de I'entrée cytoplasmique décrite
dans les premieres structures d’AcrB dans le groupe d’espace R32. La nouvelle
structure laisse apparaitre I'extréemité N-terminale du transporteur représentée en
vert qui réduit le diametre de la cavité d’entrée a 15 A.

7.2.La porine de la membrane externe

7.2.1. Structure globale

Plusieurs structures de porines de bactéries ont été résolues par cristallogprahie :
TolC d’E. coli, OprM de Pseudomonas aeruginosa et V\ceC chez Vibrio cholerae
(Koronakis, Sharff et al. 2000; Akama, Kanemaki et al. 2004; Federici, Du et al.
2005). Toutes ces structures présentent une architecture trés similaire bien que le
pourcentage d’identité de séquence soit relativement faible. Ces porines
correspondent a I'assemblage de trois monoméres formant un long canal inséré
dans la membrane externe et qui se prolonge dans I'espace périplasmique. La
partie membranaire du trimére forme un tonneau R de 40 A d’épaisseur alors que
la partie périplasmique s’organise en un tonneau allongé d’hélices o de 100 A de
long (Fig. 31A).
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Domaine
L transmembranaire
tonneau

40A

= Domaine équatorial
100A

~ Domaine coiled-coil

C/

Fig. 31: Structures de la protéine de la membrane externe (OMF)

(A/) Structure en rubans du trimére d’'OprM. Un des monomeéres est représenté en
dégradé de bleu (Akama, Kanemaki et al. 2004). (B/) Représentation topologique
d’'un monomere d'OprM et de TolC (Phan, Benabdelhak et al. 2010)
(C/) Représentation d’un palmitate lié a la cystéine que l'on retrouve en position
N-terminale d’OprM.

La structure en tonneau 3 est classique pour les porines de la membrane externe
des bactéries Gram négatif, mais les porines de la famille de TolC présentent la
particularité d’avoir un pore formé des trois protoméres et non pas un pore par
monomeére comme c’est le cas par exemple pour OmpF. En outre, de larges
boucles extracellulaires viennent coiffer I'extrémité supérieure. Si 'on se focalise
sur un monomere, le domaine périplasmique comprend quatre structures
hélicoidales inclinées par rapport a I'axe principal de la protéine (Fig. 31A): 2
longues hélices et deux structures composées chacune de deux hélices a
provenant de segments éloignés sur la séquence primaire de la protéine mais
disposées sur un méme axe. De plus, cette zone médiane de cassure comporte
trois petites hélices et de grandes boucles (Fig. 31B) qui vont former une sorte de
bouée centrale nommée domaine équatorial. C’est au niveau de ce domaine que
s’exerce la flexibilité de la protéine. Le domaine situé juste au dessous est appelé

domaine coiled-coil et sert a I'interaction avec la protéine RND. || comprend deux
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ceintures d’hélices, une interne formée par les hélices H4 et H8 et une externe
formée des hélices H3 et H7. Bien que les structures soient trés similaires, il existe
quelques difféerences entre TolC et OprM. Tout d’abord la partie N-terminale
d’OprM est beaucoup plus longue et présente un palmitate (Fig. 31C) a son
extrémité qui offre un deuxiéme ancrage de la protéine a la membrane externe.
De plus, au niveau du domaine équatorial, on trouve une hélice supplémentaire
chez OprM et un feuillet 3 supplémentaire chez TolC. Enfin, sur une vue
transversale, le domaine transmembranaire d’OprM a une forme triangulaire alors

qu'il est plutét cylindrique chez TolC.

7.2.2. Ouverture de la porine

Les structures de ces différentes porines de pompes d’efflux présentent la
particularité d’avoir leurs deux extrémités fermées, c’est a dire incompatibles avec
le passage de substrats (Fig. 32A). Il est donc probable que les deux autres
partenaires soient nécessaires pour induire I'ouverture. Koronakis, Sharff et al.
(2000) ont proposé un mécanisme douverture de type diaphragme
photographique permettant de détordre les hélices au niveau du domaine
coiled-coil. Une analyse en modes normaux réalisée au laboratoire (Phan,
Benabdelhak et al. 2010) a révélé que l'association d’'un mouvement de twist et
d’extension permettrait d’ouvrir la porine & un diamétre de 30 A tout le long du
canal (Fig. 32B). De plus, plusieurs résidus ont été caractérisés comme
responsables de la fermeture périplasmique a travers les liaisons hydrogénes et
ponts salins qu’ils forment ensemble. Ces résidus different entre OprM et TolC
mais ont un méme objectif : rigidifier les interactions entre les hélices internes et

externes ou entre monomeéres.

82



Partie I - Introduction bibliographique

Chapitre VII - Structure et assemblage des pompes d’efflux

diameter T

-

e

;\,‘Q‘av

Y

!
AR
oy SRR %,‘

; ¢

Fig. 32: Modélisation du niveau d’ouverture de la porine

(A/) Coupe transversale d’OprM illustrant les diamétres du pore tout au long du canal
(Akama, Kanemaki et al. 2004). (B/) Analyse en modes normaux de l'ouverture
d’OprM (Phan, Benabdelhak et al. 2010).

Afin de valider l'importance de ces résidus, des expériences de mutagenése
dirigée et d’électrophysiologie ont été menées.

Sur TolC tout d’abord, par des mesures d'électrophysiologie réalisées sur la forme
sauvage et sur le mutant D371A-D374A, il a été montré que la porine était un
canal sélectif vis a vis des cations et ceci par I'intermédiaire d’'une couronne de
charges négatives formée par les acides aminés D371 et D374 (Fig. 33A)
(Andersen, Hughes et al. 2002; Andersen, Koronakis et al. 2002). La rupture par
mutagenése de trois liaisons inter- ou intra- moléculaires (D153A-Y362 entre H4
et H7 intramonomeére, R367S-D153A’ et R367S-T152V’ entre H4 et H8
intermonomeres) (Fig. 33B) a induit une augmentation d’un facteur six de la
conductance (500 pS au lieu de 80 pS) au sein du canal par rapport a la protéine
TolC sauvage, reflétant une plus grande ouverture. L’association des mutations
R367S et Y362F éliminant les liaisons | et Il permet méme d’obtenir une
conductance comprise entre 800 et 1000 pS (Fig. 33C) (Andersen, Koronakis et
al. 2002). Une expérience inverse, visant a bloquer le mouvement des hélices par
I'introduction de cystéines, a confirmé, par électrophysiologie et complémentation
dans une souche d’E. coli délétée de TolC, I'importance de I'ouverture des hélices

pour I'efflux des antibiotiques. En effet, si un pont disulfure entre les hélices H4 et
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H7 intermonoméres (A159C-S350C) réduit d'un facteur cinqg I'export de
’'hémolysine, celui ci est totalement aboli lorsque les hélices H4 et H8' ou les
Asp374C sont pontées (Eswaran, Hughes et al. 2003). Toutefois, ces mutants
gardent la capacité d’interagir avec leurs partenaires, ce qui suggére que le
mouvement des hélices est primordial pour I'efflux de molécules. L'importance des
résidus D374 ainsi que D371 a été confirmée par une étude biochimique et
structurale de la porine en présence d’hexaminocobalt. Ce ligand présente une
affinité de 20 nM pour TolC et interagit avec les résidus aspartates D374 a 'entrée
du pore périplasmique, formant un bouchon (Fig. 34). Plus récemment, plusieurs
études couplant complémentation, détermination structurale et mesures
d'électrophysiologie sur de nouveaux mutants de TolC (Y362F et/ou R637E) ont
complété les connaissances acquises sur le mécanisme d’ouverture de la porine
(Higgins, Eswaran et al. 2004; Bavro, Pietras et al. 2008; Vaccaro, Scott et al.
2008; Schulz and Kleinekathofer 2009; Pei, Hinchliffe et al. 2011). Bavro, Pietras
et al.. ont notamment observé I'apparition d’'une crevasse au sein du mutant qui

pourrait correspondre a la région d’interaction avec AcrA.
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Fig. 33: Constriction périplasmique de TolC

(A/) Vue de l'extrémité périplasmique de TolC. Les quatre hélices a de chaque
protomere sont représentées en vert (H3), en bleu (H4), en jaune (H7) et en rouge
(H8). Six résidus aspartates, les D371 et D374 de chaque monomere forment la
constriction périplasmique de TolC. (B/) Représentation des liaisons
inframonoméres (I et Il) et intermonoméres (lll) impliquées dans la constriction
périplasmique de TolC. Le pont salin est représenté en trait plein et les liaisons
hydrogenes en pointillés. (C/) Mesure de la conductance au sein du canal TolC
pour la forme sauvage et différents mutants de la constriction en fonction du
potentiel appliqué (Andersen, Koronakis et al. 2002; Andersen, Koronakis et al.
2002).
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Fig. 34: Structure de TolC en présence d’hexamine cobalt (Higgins et al. 2004)

Visualisation du site de fixation de I'hexamine cobalt sur TolC sur une vue
parallele (A/) ou perpendiculaire a la membrane (B/). Les monomeres sont
représentés en bleu, vert et jaune. (C/) Vue périplasmique du site de liaison de
I’hexamine cobalt sur la couronne d’Asp374.

Si I'étude de l'ouverture de TolC semble avoir fait de grands pas, trés peu de
données sont disponibles sur OprM. Seule I'analyse en modes normaux réalisée
au laboratoire (Phan, Benabdelhak et al. 2010) a montré I'importance des résidus
« cadenas » qui ferment I'extrémité de la porine (D416-R419, D205-Y404, D409-
R403 et L412) (Fig. 35). Bien que ces résidus se situent globalement dans la
méme zone que ceux dont lI'importance a été démontrée chez TolC, ils mettent en
jeu des liaisons différentes : OprM ne posséde que des liaisons intramoléculaires
entre H7 et les hélices internes. Par contre, il présente un pont salin
intermoléculaire au lieu de 'anneau de six aspartates (D371 et D374 de chaque
protomére) présent chez TolC. Il est donc primordial d’étudier plus en détails la

fonctionnalité d’OprM par des approches similaires a celles développées sur TolC,
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pour mieux comprendre le fonctionnement de I'efflux par la pompe OprM-MexAB ;

c’est ce que nous avons fait au cours de cette thése.
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D409-R403
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Fig. 35: Représentation des résidus impliqués dans la constriction périplasmique

d’'OprM
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7.3.La protéine de fusion périplasmique (MFP)

7.3.1. Structure

Plusieurs structures de MFP ont été résolues a ce jour. C’est le cas de MexA de
Pseudomonas aeruginosa (Akama, Matsuura et al. 2004; Higgins, Bokma et al.
2004) et de son homologue d’E. coli, AcrA (Mikolosko, Bobyk et al. 2006). On
trouve également des structures de CusB d’E. coli qui fonctionne avec CusC et
CusA dans I'expulsion d’atomes lourds (Cu?*, Ag®*) (Su, Yang et al. 2009), de
MacA d’E. coli qui fonctionne avec TolC et MacB pour le transport des macrolides
(Yum, Xu et al. 2009) ou encore de ZneB de Cupriavidus metallidurans qui
fonctionne avec ZneA et ZneC pour l'efflux de métaux lourds tels que le zinc (De
Angelis, Lee et al. 2010) (Fig. 36). Toutefois, comme toutes ces MFP présentent
une architecture en 4 domaines trés proches, leur description structurale ne sera

détaillée que pour MexA et AcrA.

Pseudomonas aeruginosa Escheri(k:hia coli Cupriavidus metallidurans
[

Mb
externe

Mb
interne

—>
ATP ADP +
2V4D 2F1M 300C 3FPP 3FPP
(Symmons et al., 2009)  (Mikolosko et al., 2006) (Su et al., 2009) (Yum et al., 2009) (De Angelis et al., 2010)

Fig. 36: Représentation schématique de différents systémes d’efflux

Les structures cristallographiques des MFP (MexA, AcrA, CusB, MacA et ZneB)
sont représentées sous leur forme monomérique en rubans. Les transporteurs
RND (MexB, AcrB, CusA et ZneA) ou ABC (MacB) ainsi que les protéines OMF
(OprM, TolC, CusC et ZneC) associées sont représentées sous forme
schématique.

MexA est considérée comme hydrosoluble car localisée dans le périplasme mais
elle posséde un ancrage a la membrane cytoplasmique via un palmityl acylé greffé
sur sa cystéine N-terminale. Son réle semble accessoire pour le mécanisme

d’efflux mais interviendrait plutét pour la localisation cellulaire de la protéine
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(Zgurskaya and Nikaido 1999; Yoneyama, Maseda et al. 2000). Aprés I'ajout du
palmitate, la protéine subit une maturation qui enléve les 22 premiers acides
aminés en amont de la cystéine ; c’est cette forme mature, numérotée a partir de
la cystéine, qui est présentée dans les différentes figures. Seule une version
soluble dépourvue de la modification N-terminale a pu étre cristallisée. Cette
protéine de forme allongée (90 A de long) comporte quatre domaines: un
domaine a-hairpin composé de deux hélices en épingle a cheveu, un domaine 3
formé de deux fois quatre feuillets 3 qualifi¢ de « domaine lipoyl », un tonneau 3
(ou « R-barrel ») lié a une hélice a et enfin un domaine « membrane proximal »
constitué uniquement de feuillets 3, mis au jour aprés ré-affinement de la structure
par Symmons, Bokma et al. (2009) (Fig. 37). Au sein de l'unité asymétrique, MexA
apparait sous forme de 13 molécules organisées en deux fers a cheval disposés
téte béche et interagissant au niveau du domaine en hélices (Fig. 38A). AcrA
adopte un empilement cristallin totalement différent puisqu’elle apparait sous
forme d’'un dimére de dimere (Fig. 38B). Les différences entre les deux protéines
ne s’arrétent pas la puisque le domaine « membrane proximal » d’AcrA n’est pas
visible dans la structure (car il s’agit d’'une version tronquée de la protéine qui a
été cristallisée aprés protéolyse ménagée) et d’autre part, la boucle reliant les
deux hélices du domaine a-hairpin comporte treize acides aminés de plus que
celle de MexA, ce qui doit avoir une incidence sur son interaction avec la protéine
OMF. Enfin, une étude de dynamique moléculaire menée sur MexA a montré que
cette protéine possédait une grande flexibilité, en exergant un mouvement de
pince dont la charniére se situerait entre le domaine a-hairpin et le domaine 3

(Vaccaro, Koronakis et al. 2006).
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Fig. 37: Représentation tridimensionnelle d’'un monomeére de MexA

(Symmons, Bokma et al. 2009)

Le domaine a-hairpin est colorié en bleu, le domaine lipoyl en vert, le domaine 8
en jaune et le domaine membrane proximal en orange. L’ancrage lipidique a la
membrane, non visible sur la structure cristallographique est représenté en
pointillé. Le numeéro des acides aminés délimitant chaque domaine est indiquée.
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Fig. 38: Packing cristallin de MexA et AcrA dans leur unité asymétrique

(A/) L’heptamére et 'hexamére de MexA compris dans l'unité asymétrique sont
respectivement colorés en rouge et bleu, avec une alternance couleur/gris entre
chaque monomeére sur la vue transversale (Akama, Matsuura et al. 2004).
(B/) Représentation en rubans des deux dimeres d’AcrA visibles dans [l'unité
asymétrique (Mikolosko, Bobyk et al. 2006).

7.3.2. Oligomérisation

S’il est clairement admis que les protéines RND et OMF sont fonctionnelles
uniquement sous forme trimérique, le niveau d’oligomérisation de la MFP reste
controversé. En effet, bien que tous les modéles proposés respectent une
symétrie 3, les structures cristallographiques de MexA semblent montrer que I'on
pourrait assembler jusqu'a 9 (Higgins, Bokma et al. 2004) voire 12 (Akama,
Matsuura et al. 2004) molécules de MexA autour du complexe OMF-RND.
Toutefois ces mémes auteurs ont montré que les MFP sont monomériques in
vitro. Des expériences de pontage in vivo révélent quant a elles, que ces protéines
se comportent comme des triméres (Zgurskaya and Nikaido 2000; Nehme, Li et al.
2004). De plus, le pH semble étre un élément déterminant dans I'oligomérisation
des MFP. Ainsi Ip, Stratton et al. (2003) ont montré, par résonance

paramagnétique électronique qu’un pH acide promouvait I'oligomérisation d’AcrA.
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Les monomeéres s’organisent alors parallelement les uns aux autres (Ip, Stratton et
al. 2003). L’Histidine 285 d’AcrA semble étre un élément clé de cette
oligomérisation pH-dépendante (Wang, Weng et al. 2012). De méme, MexA
passerait d’'un état dimérique a une forme hexamérique lorsque le pH passe de
7,5 a 5,5 (Reffay, Gambin et al. 2009). Si la tendance penche donc vers
I'oligomérisation de la MFP, il semble important a présent que les études clarifient
le nombre de molécules de cette protéine au sein des complexes bi- et tripartites

gu’elle forme avec ses partenaires.

7.4. L’assemblage

7.4.1. Interchangeabilité des partenaires

De nombreux efforts ont été faits pour obtenir une structure du complexe tripartite
mais en vain jusqu’a ce jour. Cependant, afin de mieux comprendre comment
interagissent les trois partenaires et quels éléments régissent la spécificité de
chaque pompe, de nombreuses approches ont été développées. Une premiére
approche consiste a étudier des pompes chimériques, correspondant a
I'association d’'un ou deux éléments d’'une pompe avec ceux d’'une autre pompe
afin de reconstituer une pompe « hybride » et de regarder si elle est fonctionnelle
du point de vue de la sensibilité aux antibiotiques. Ainsi, chez Pseudomonas
aeruginosa, OprM est capable de remplacer Oprd avec MexCD ou OprN avec
MexEF. En revanche si inversement OprJ peut se substituer a OprM, ce n’est pas
le cas pour OprN. De plus, la protéine RND (associée a la MFP) semble étre
responsable de la spécificité de la pompe, MexB ne pouvant étre remplacé ni par
MexD ni par MexF pour fonctionner avec MexA-OprM (Srikumar, Li et al. 1997,
Gotoh, Tsujimoto et al. 1998; Yoneyama, Ocaktan et al. 1998; Maseda, Yoneyama
et al. 2000). Des études similaires ont été réalisées en intervertissant les
composants de pompes d’organismes différents. Ainsi, il a été montré que TolC
d’E. coli pouvait fonctionner avec VceAB de Vibrio cholerae mais inversement
VceC ne peut pas remplacer TolC bien que I'assemblage avec les partenaires
d’E. coli soit possible. En revanche, TolC n’interagit pas avec MexAB de

Pseudomonas aeruginosa mais restaure une résistance aux antibiotiques dans le
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cadre d’'une chimeére TolC-AcrA-MexB (Vediyappan, Borisova et al. 2006; Welch,
Awah et al. 2010). Par ailleurs, bien qu’OprM puisse interagir avec AcrAB d’E. coli,
la pompe formée n’est pas fonctionnelle (Tikhonova, Wang et al. 2002; Stegmeier,
Polleichtner et al. 2006).

Lorsque la pompe chimérique formée n’est pas fonctionnelle, une deuxiéme
approche visant a trouver des mutants « gain de fonction » est mise en place. Elle
permet ainsi de mettre au jour les résidus de contacts entre MFP et OMF ou MFP
et RND.

7.4.2. Les interactions MFP-OMF

Une interaction directe entre TolC et AcrA, indépendante de la présence de
substrat ou d’AcrB, a tout d’abord été mise en évidence par des expériences de
pontage in vivo (Husain, Humbard et al. 2004). De plus, une étude par Résonance
Plasmonique de Surface (SPR) (Tikhonova, Dastidar et al. 2009) a révélé trois
éléments importants pour I'interaction de TolC avec différentes MFP. L’association
OMF-MFP est un processus dynamique qui impligue deux modes de liaison
présentant des Kd de 0,11 et 2,1 uM et des durées de vie de 200s et 2s dans le
cadre de linteraction TolC-AcrA. En outre, la formation de complexes MFP-TolC
est modulée par le pH puisque presqu’aucune interaction n’est détectée a un
pH>7 alors que des complexes stables apparaissent a des pH<6. Ceci est
compatible avec les conditions physiologiques, ou le pH du périplasme est estimé
a 6 contre 7,5 dans le cytoplasme.

Plusieurs études ont également été menées afin de décrire les acides aminés
importants pour l'interaction MFP-OMF. Ainsi, il a été montré que trois résidus
(Arg, Leu, Ser) strictement conservés parmi les MFP et situés dans le domaine a-
hairpin sont indispensables a l'interaction d’AcrA et MacA avec TolC et donc a la
fonctionnalité de la pompe (Kim, Xu et al. 2010; Xu, Sim et al. 2010). Par ailleurs,
dans le cadre de la chimére non fonctionnelle MexAB-TolC, un gain de fonction a
été obtenu grace a des mutations sur TolC au niveau du domaine équatorial et au
niveau de son extrémité périplasmique (V198D, 1369F, D121N, Q142R et 1133A)
(Bokma, Koronakis et al. 2006) (Fig. 39). Ces mutations permettent soit de

restaurer I'acide aminé naturel d’OprM (TolC V198D = OprM D253), soit de rétablir
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les liaisons stabilisant les hélices périplasmiques. Une autre étude de pontage
aprés mutagenése en cystéine a été réalisée afin de caractériser plus précisément
l'interface AcrA/TolC. Couplée a une approche par docking, ceci a permis de
proposer un modéle d'interaction entre ces deux protéines (Lobedanz, Bokma et
al. 2007). Ainsi sur TolC ces résidus sont localisés sur I'hélice H3 (S124, Q139,
Q142) et a I'extrémité de I'hélice H7 (S363). Pour AcrA, ils sont situés sur la face
externe de I'hélice a1 du domaine coiled-coil (A79, D87, R104, Q112, 1114) et
dans la partie N-terminale de I'hélice a2 (E118) (Fig. 39). Le modéle réalisé par
docking montre que [l'o-hairpin d’AcrA vient se loger dans un sillon
intramoléculaire de TolC formé par les hélices H7/H8/H3. L’hélice a1 d’AcrA
s’aligne parallelement aux hélices H3 et H8 de TolC alors que I'hélice a2 entre en
contact avec I'hélice H7. Les domaines lipoyl et R-barrel quant a eux s’orientent

vers I'extérieur de I'édifice ainsi formé.

E118

(Lobedanz et al., 2007) (d’apres Bokma et al., 2006 et Lobedanz et al., 2007)

Fig. 39: Représentation des résidus impliqués dans l'interaction MFP-TolC

(A/) Structure en rubans du monomére d’AcrA sur laquelle sont indiqués par des

boules rouge les acides aminés interagissant avec TolC. Les hélices a1 et a2 du
domaine a-hairpin sont colorées en violet et cyan respectivement. (B/) Structure d’un
trimere de TolC sur laquelle un monomere est colorié en bleu. Les acides aminés
impliqués dans l'interaction avec la protéine MFP sont indiqués en rouge dans le cas
d’AcrA et en orange dans le cas de MexA.
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Plus récemment, un nouveau systéme de protéines chiméres a été développé par
Xu, Song et al. (2011). Il est né de I'observation de 'empilement de MacA au sein
de son unité asymétrique, dans laquelle MacA forme deux hexaméres
interagissant par les domaines a-hairpin organisés en tonneau. Ainsi un tonneau
a. de MacA semble mimer I'extrémité périplasmique des hélices a de TolC dans sa
forme ouverte (Yum, Xu et al. 2009). De plus MacA d’Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Aa-MacA) présente I'avantage de former un hexamére
stable. Le systéme consiste donc a remplacer I'extrémité d’Aa-MacA (résidus 124-
147) par les acides aminés de I'extrémité périplasmique de TolC (résidus 136-159
ou 354-377) et tester ensuite I'interaction de cette chimére avec les MFP natives
ou stabilisées sous leur forme hexameérique via une chimeére
Aa-MacA_MFPa-hairpin. Ce systeme a également été adapté pour le complexe
OprM-MexA de Pseudomonas aeruginosa en utilisant les résidus 188-212 et 639-
419 de la porine et la forme stabilisée Aa-MacA_MexAa. de la MFP (Fig. 40) (Xu,
Moeller et al. 2012).

95



Partie I - Introduction bibliographique

Chapitre VII - Structure et assemblage des pompes d’efflux

B/ I Aa MacA (29-123) . Aa MacA (148-394) H Aa MacA (29-123) . Aa MacA (148-394)
-

‘ e L OprM R1 tip Opmj R2 tip
A/ | Aa Maca (29-88) W&!m M 7 MacA (181-394) (189-212) (396-419)

heptad position bcedfgabcd----------e fgabcdefgabcd
SNYNRLSKLYGOKATSLDTLNTAKATLNNA
M Rl tip: S TYQKSFDLTQRSY! SALDLRQOAQTAVEGA

Pa OprM R2 tip:.,KASDEYYQLADKRY INYLTLLDAQRSLETA,,,

C/ D/

MexA 2.2
a-hairpin a-hairpin
li | /f {:“ // i~-;‘ "‘\ T
oVl | FHK
S li %
B-barrel -~ 42 poy' Yo iy \ '
SN 7 MacA i > LTy
— : - s TN b K
/N X € - 2 B-barrel ;e )
MP A F ©/q P 7 ) PGS
MP

Fig. 40: Systéme de protéines chiméres fabriquées a partir de la protéine MacA

d’A. actinomycetemcomitans (Xu, Moeller et al. 2012)

(A/) Diagramme schématique de la construction de la chimére Aa-MacA_ MexA.
(B/) Diagramme schématique de la construction de la chimére Aa-MacA_OprM.
(C/) Structure hexamerique de la chimere Aa-MacA_MexA. Le domaine a hairpin de
MexA est représenté en vert et les domaines lipoyl, 8 barrel et membrane proximal
de MacA en gris. (D/) Modélisation de la chimere Aa-MacA_OprM. Les extrémités
périplasmiques des deux paires d’hélices d’OprM sont représentées en bleu et violet.

Les deux études montrent que l'interaction MFP-OMF se fait par simple contact
des extrémités o périplasmiques des deux protéines. En effet, les extrémités
périplasmiques de chaque protéine adoptent une forme de roue crantée, qui
s’emboitent parfaitement pour former le complexe bipartite (Fig. 41A). La structure
du complexe chimérique OprM-MexA, modélisée dans la carte de microscopie
électronique, permet de préciser les acides aminés liant les deux protéines a
travers une vingtaine de contacts. Les trois acides aminés Arg119, Leu123 et
Ser130 de MexA, conservés chez les MFP, sont notamment engagés dans des
contacts avec OprM (Fig. 41B): une liaison hydrogéne s’établit entre le
groupement guanidinium de MexA-Arg119 et une fonction carbonyle du squelette

peptidique d’OprM-Gly195 ou d'OprM-Gly407, une autre est observée entre MexA-
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Ser130 et OprM-Ser138 ou son équivalent dans le motif répété 2 (OprM-Asn410),
une interaction hydrophobe se crée entre MexA-Leu123 et les Valines 201 ou 408
d’OprM appartenant au motif conservé Val/Thr-Gly/Val des OMF. D’autre part,
parmi les 18 interactions polaires observées entre MexA et OprM on peut citer un
pont salin formé entre MexA-Asp126 et OprM-Arg190 ou OprM-Lys402.

Enfin, ce systéme de protéines chimériques semble montrer que I'hexamérisation
de la MFP est nécessaire pour favoriser une liaison de forte affinité avec la

protéine OMF, liaison qui pourrait étre facilitée in vivo grace au peptidoglycane.

OprM a-barrel tip :' ¢

MexA a-hairpin

H Vai201 / Val408
\’\ Gly200 / Gly407
Leu122
MexA

Val199 / Thr406
OprM R1/R2

Fig. 41: Systéme de protéines chiméres fabriquées a partir de la protéine MacA d’A.

actinomycetemcomitans (Xu et al., 2011)

(A/) Structures des chimeres Aa-MacA_MexA et Aa-MacA_OprM modélisées dans la
carte de densité obtenue par microscopie électronique. (B/) Visualisation des
interactions formées entre OprM et les résidus Arg119, Leu123 et Ser130 de MexA,
conservés chez les MFP.

7.4.3. Les interactions MFP-RND

Si linteraction OMF-MFP fait intervenir le domaine a-hairpin de la MFP, I'ensemble
de la protéine semble impliqué dans le cadre de linteraction MFP-RND. (Kawabe,
Fujinira et al. 2000; Elkins and Nikaido 2003; Nehme, Li et al. 2004; Touze, Eswaran
et al. 2004; Nehme and Poole 2005).

En effet, les mutations « perte de fonction » de MexA vis a vis de l'interaction avec
MexB se regroupent en deux clusters : P45S, G49S, L68P, A85T, L87P et V106M
dans les domaines "lipoyl" et "a-hairpin" N-terminaux et T233l, V241E, N247S,
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H256Y, V263A et G274D dans les domaines "B-barrel" et "membrane proximal"
C-terminaux (Fig. 42). Parmi elles, G49S, V106M, T233l et G274D entrainent un
défaut de multimérisation de la MFP (Nehme, Li et al. 2004). D'autre part, trois des
quatre mutants de MexA suppresseurs du phénotype "MexBrszs sensible" sont
localisés dans le domaine "B-barrel" de la MFP (R198H, L222F, E231K, V236l)
(Nehme and Poole 2005). Les suppresseurs du phénotype "MexBg220s sensible" sont
situés quant a eux majoritairement dans le domaine "B-barrel" de la MFP (A204S,
V236F, A240V, V255I et L259M), a l'exception de V43M dans le domaine "lipoy!"
(Nehme and Poole 2007) (Fig. 42).

Enfin, le systéme hybride TolC-AcrA-MexB n’étant que partiellement fonctionnel
(résistance uniquement a la Novobiocine, au SDS et au Bromure d’Ethidium), des
mutations sur AcrA (D87N, G216S, V206M, S225N) et MexB (T329I, A802V, T557I,
T489I) (Fig. 42 A et B) ont été créées afin d’élargir aux autres substrats de MexB la
gamme de molécules prises en charge par cette pompe (Krishnamoorthy, Tikhonova
et al. 2008). Ces mutations permettent un meilleur ajustement des partenaires au

sein du complexe qui devient ainsi davantage fonctionnel.
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V106M

L87P

(d’aprés Nehme et al., 2004, 2005, 2007 et Krishnamoorthy et al., 2008 )

Fig. 42: Représentation des acides aminés impliqués dans l'interaction MFP-RND

(A/) Structure en rubans d’un monomére de MexA. (B/) Structure en rubans de MexB
sous forme trimérique. Un des monoméres a été grisé. Les acides aminés « perte de
fonction » de MexA décrit par Nehme, Li et al. (2004) sont représentés par des
boules rouge et orange. Les mutants de MexA suppresseur des phénotypes
MexBrs7g et MexBg220s sensibles sont indiqués sous forme de boules rose et jaune
respectivement. Enfin, les mutants « gain de fonction » permettant une meilleure
accommodation entre AcrA et MexB sont coloriés en cyan sur le monomere de
chaque structure.

Par ailleurs, des expériences d’ITC (/sothermal Titration Calorimetry) et de SPR
(Surface Plasmon Resonance) ont montré que [linteraction AcrA-AcrB faisait
intervenir deux évenements séquentiels d’association: la phase initiale est
caractérisée par une constante d’association faible (10* M™) alors que la deuxiéme
phase est présente une constante d’affinité plus élevée (10° M™"). Si les deux
réactions sont exothermiques (AH<Q0) cette différence s’explique par le gain
entropique (AS>0) qui est observé uniquement dans la deuxiéme étape. De plus, il a
a été montré que l'interaction de forte affinité est favorisée par la forme palmitylée
dimérique de la MFP, avec un Kd de 0,09 pM (5 a 10 fois supérieur a celui obtenu
avec la forme non-palmitylée de la MFP) (Tikhonova, Yamada et al. 2011). En outre,
la région C-terminale d’AcrA (172-397) régit l'interaction avec le transporteur RND

dans ces expériences (Touze, Eswaran et al. 2004).
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Récemment, une structure cristallographique de complexe MFP-RND a été résolue
(Su, Long et al. 2011). Elle décrit la fixation de deux molécules de CusB (MFP) sur
chaque protomére de CusA (RND) (Fig. 43).

CusB molecule 1

CusB molecule 2§ §
3 Domain 4 T O Y Mt v

s8
< molecule 1
CusB .-~

Domain’g,,——"’/
moleciile ue=e

:‘\ Domain 2

Domain 1

\\' . /,;5'/"/ Inner

Fig. 43: Structure du complexe CusBA (Su, Long et al. 2011)

Au centre de limage est présentée linteraction entre un monomere de CusA (en
vert) et deux molécules de CusB (en bleu et rouge) retrouvée au sein de l'unité
asymétrique. Les zones d’interaction du transporteur RND (en jaune) avec chaque
molécule de MFP (CusB-I en cyan et CusB-Il en rose) sont zoomées de part et
d’autre afin de mettre en évidence les acides aminés impliqués dans des liaisons
hydrogene.

La premiere molécule de CusB (CusB-I) interagit avec les domaines PN2, PC1 et DN
du transporteur via des interactions charge-charge. Ainsi, 4 ponts salins sont formés
entre les résidus K95, D386, E388, R397 de CusB et D155, R771, R777 et ES84 de
CusA. De plus, on observe quatre liaisons hydrogéne entre les résidus T89, N91,
R292 de CusB-I et K594, R147 et Q198 de CusA. La seconde molécule de la
protéine MFP (CusB-Il) s’associe quant a elle plutét avec les domaines PC1, PC2 et
DC grace a des interactions de type charge-dipble ou dipdle-dipble. Six liaisons
hydrogéne sont ainsi décrites entre L92, T335, Q108, S109, S253, N312 de CusB et
K591, T808, Q785, Q194, D800 et Q198 de CusA. D’importantes interactions sont
également visibles entre molécules voisines de CusB. Les contacts de CusB-I avec
CusB-Il se situent principalement entre les domaines 1 a 3 de chaque molécule
(E118-Ty139, Y119-Dy142, R/186-T,206, E252-N;312 et R292-N;113) (Fig. 44B)
alors que les liaisons entre CusB-I et CusB-VI font intervenir les domaines 2 et 3
(Ni113-Ry1292, N;228-Ay126, N312-Ey252, et D142-Y\119/Ry297) (Fig. 44C).

L’hexameére ainsi formé (Fig. 44A) adopte une structure en entonnoir avec une partie
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inférieure dite « cap » et une partie supérieure nommée « channel ». Le domaine cap
est formé des domaines 1 et de la partie inférieure des domaines 2 des MFP et va
interagir avec la protéine RND. La partie inférieure du domaine "channel" contient les
tonneaux B et la partie supérieure des hélices a. Le diameétre décroit le long de la
structure puis s’élargit a I'approche de la membrane externe avec un point de

constriction maximale au niveau de I'acide aminé D232.

e— Channel

~ Cap

CusB molecule 6 CusB molecule 1

C/

Fig. 44: Structure de 'hexamére de CusB (Su, Long et al. 2011)

(A/) Les six molécules de CusB sont représentées en Ca et colorées en cyan, rose,
violet, vert, saumon et orange. Les domaines 1 et la partie inférieure des domaines 2
forment le domaine Cap de I'hexamére alors que la partie supérieure des domaines
2 associée aux domaines 3 et 4 créent le domaine "channel” de 'hexamere. (B/)
Représentation des résidus impliqués dans l'interaction entre les monomeéres 1 et 2
voisins de CusB. (C/) Représentation des résidus impliqués dans l'interaction entre
les monomeres 1 et 6 voisins de CusB.
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7.4.4. Les interactions OMF-RND

Alors que les interactions OMF-MFP et MFP-RND ont facilement été mises en
évidence et largement caractérisées, linteraction entre la protéine OMF et le
transporteur RND est beaucoup moins documentée. Tikhonova et Zgurskaya (2004)
ont détecté un complexe AcrAB-TolC seulement en présence d’AcrA et par pontage
chimique (Tikhonova and Zgurskaya 2004). Par la suite, Touze, Eswaran et al.
(2004) ont mis en évidence un complexe AcrB-TolC en absence d’AcrA par pontage
in vivo avec du dithiobis succinimidyl propionate (DSP). Toutefois, malgré la
proximité des protéines ainsi déterminée, aucun changement d’enthalpie (AH=0) n’a
pu étre observé entre TolC et AcrB par ITC, suggérant que l'interaction entre ces
deux protéines n'est pas stable en I'absence d’AcrA. Cette proximité a été confirmée
par un pontage spontané des deux protéines aprés mutagenése en cystéine de
résidus situés dans la zone de contact supposée (Q255, D256, G257 d ‘AcrB et
G147, Q142, R143, A150 de TolC) (Tamura, Murakami et al. 2005).

7.4.5. Les modéles du complexe tripartite

Comme on a pu le voir dans les paragraphes précédents, c’est en disséquant
chaque interaction entre deux partenaires que I'on arrive finalement a modéliser
I'assemblage de la pompe sous sa forme fonctionnelle tripartite, faute de structure de
la pompe entiere a I'échelle atomique. En 2004, Fernandez-Recio proposait un
modéle d’assemblage (3 :3:3) dans lequel AcrA était en contact avec AcrB et
s’insérait entre les hélices a de la forme ouverte de TolC (Fig. 45A) (Fernandez-
Recio, Walas et al. 2004). Cette stoechiométrie a été reprise par Symmons et al.,
(2009) afin de générer un nouveau modele se basant cette fois sur des données de
pontage entre AcrA et AcrB (Fig. 45B) (Symmons, Bokma et al. 2009). Cependant, a
I'heure actuelle, la synthése des données bibliographiques semble s’orienter plutot
vers une stoechiométrie (3 :6 :3). C’est ce que présente notamment Xu et al., (2011)
(Fig. 45E) aux vues de l'état hexamérique de la MFP démontré par le systeme
chimérique MacA. L'oligomére d’AcrA s’insére parfaitement autour du domaine de
sortie des substrats d’AcrB grace a la forme triangulaire adoptée par les domaines

lipoyl et tonneaux . Chaque paire de domaines « membrane proximal » d’AcrA vient
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alors interagir avec le domaine pore du transporteur sans bloquer le site d’entrée des
substrats (Fig. 45D). Les domaines a-hairpin entrent eux en contact avec les sillons
intra-protoméres des hélices a de TolC qui vont elles mémes pouvoir interagir avec
AcrB par leur extrémités. Cette hypothése de complexe (3 :6 :3) est aussi appuyée
par la récente structure du complexe CusAB (3 :6) complétée par le docking de CusC
(Long, Su et al. 2012) (Fig. 45C et D). Bien que I'on ait pu douter de la ressemblance
de ce transporteur d’ions avec les transporteurs de drogues, une telle stoechiométrie
est également confirmée pour le systeme d’efflux MtrCDE de Neisseria gonorrhoeae

(Janganan, Bavro et al. 2011).

L’'ordre de la séquence d’interaction entre les trois partenaires reste pour I'’heure
inconnu. Une premiere hypothése prévoit la pré-formation du complexe stable
MFP-OMF avec la protéine OMF dans une conformation fermée. La liaison de la
RND induirait un réarrangement de la MFP permettant de dilater I'extrémité de 'OMF
qui passerait a une conformation ouverte favorable a l'efflux. C’est I'hypothése
soutenue par les travaux de Mokhonov et al. (Mokhonov, Mokhonova et al. 2004). Le
modéle alternatif proposé suggére un premier mouvement des hélices externes de la
proteéine OMF Ilui permettant de se positionner a l'apex de la protéine RND,
dégageant ainsi les sillons intra-monomériques pour 'accommodation de la MFP. Un
deuxiéme mouvement suivrait afin de terminer I'ouverture de la porine pour établir un
efflux. La MFP transmettrait ainsi I'énergie du transporteur RND a la porine favorisant
la transition allostérique de la protéine OMF d’un état fermé a un état ouvert. Cette
hypothése s’appuie sur les observations de (Bavro, Pietras et al. 2008) et
(Fernandez-Recio, Walas et al. 2004).

On voit donc que dans tous les cas, la protéine MFP joue un rdle crucial dans la
stabilisation des interactions OMF-RND et donc dans I'assemblage du complexe
tripartite (Misra and Bavro 2009).
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Fig. 45: Différents modéles d’assemblage du complexe tripartite RND-MFP-OMF

(A/) Structure en Coa du modele TolC-AcrA-AcrB (3 :3:3) proposé par Fernandez-
Recio et al. (2004). AcrA (rouge) s’insere simultanément dans les sillons inter-
protomeres d’AcrB (vert) et TolC (cyan). (B/) Surface du modele TolC-AcrA-AcrB
(3 :3:3) proposé par Symmons et al. (2009). Le trimere de TolC est coloré en orange
et jaune, AcrA est colorée est vert et le trimere d’AcrB en bleu. Les parties
membranaires d’AcrB et TolC ainsi que le domaine équatorial de TolC sont colorés
en gris. (C/ et D/) Surface du modéle CusC-CusB-CusA (3 :6 :3) aprés docking de
CusC sur la structure de CusAB. Le recrutement de CusC (en vert) est schématisé
en (C/) avec un contact entre I'extrémité des hélices o de CusC et le domaine 4 en
hélices o de CusB (bleu). Apres insertion dans la couronne hexamerique de CusB,
CusC entre en contact avec l'extrémité supérieure de CusA (rouge). Cette région est
entourée des domaines 2 de CusB. (E/) Docking de 'hexamére de MexA sur MexB.
Les surfaces des deux protéines sont colorées en violet pour MexA et
respectivement en rose et orange pour les domaines « pore » et « chapeau » de
MexB. (F/) Modéle de 'assemblage tripartite (3 :6 :3) proposé par Xu et al., (2011)
pour les systéemes d’efflux d’antibiotiques d’E. coli et P. aeruginosa. La structure de
chaque protéine est représentée en Ca et colorée en cyan pour les OMF, bleu ou
rose pour les MFP et orange pour les transporteurs RND. Les domaines MP d’AcrA
absents sur la structure cristallographique sont matérialisés par des disques bleus.
Le chemin d’efflux des antibiotiques est indiqué par une fléche rouge. La différence
de 10 A observée entre les deux systemes s’explique par le domaine a-hairpin de
MexA plus court que celui d’AcrA.
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8. Présentation de la thése

Comme nous avons pu le voir, la connaissance des processus de résistance
développés par Pseudomonas aeruginosa se sont améliorées ces derniéres années.
Elle s’est notamment enrichie de nombreuses structures cristallographiques et
d’études fonctionnelles permettant de mieux comprendre les procédés au niveau
moléculaire. Néanmoins, de nombreuses questions restent en suspend, notamment
en ce qui concerne l'assemblage et I'ouverture des pompes a efflux, le contréle de
ces évenements, ainsi que la régulation de l'expression des différentes protéines
membranaires impliquées. Ma thése avait pour but de répondre a certaines de ces
questions. Mon sujet de thése porte principalement sur I'étude fonctionnelle de la
pompe d’efflux MexAB-OprM, que j'ai abordée au moyen de nouveaux outils
empruntés a la physique, a la biochimie et a la microbiologie. Les résultats, dont

certains ont déja fait I'objet de publications, seront présentés suivant quatre parties :

(1) L’étude de I'assemblage entre OprM et MexA par BN-PAGE (Blue Native
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) (Ferrandez, Monlezun et al. 2012) : nous
avons réadapté le protocole développé par Wittig, Braun et al. (2006)
notamment par I'ajout de détergent pour pouvoir étudier nos protéines
membranaires. Nous avons ainsi pu montrer que MexA interagit avec un
trimere d’'OprM sous forme d’oligoméres qui sont uniquement des multiples de
2 (2, 4, 6 ou plus) et d'autre part que la palmitylation de la MFP semble

nécessaire a la stabilisation d’'un tel complexe.
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(2) L’étude par électrophysiologie de l'ouverture de la porine OprM (Wang,
Monlezun et al. 2012) : en collaboration avec I'équipe de B. Le Pioufle, nous
avons pu caractériser I'activité « porine » d’OprM insérée dans une bicouche
lipidique reconstituée au sein d’'un systeme microfluidique. L'insertion stable
d’OprM dans cette membrane artificielle a permis de mesurer une
conductance du canal de 1250 pS dans les conditions utilisées, avec des
fluctuations a des niveaux intermédiaires caractérisant vraisemblablement le

mouvement des hélices périplasmiques nécessaire a 'ouverture.

(3) La caractérisation de mutants d’ouverture de I'extrémité périplasmique d’'OprM
par des expériences de complémentation : nous avons créé différents mutants
afin de rompre les liaisons responsables de la conformation fermée de la
porine et étudié leur capacité a effluer les antibiotiques dans une souche de

Pseudomonas aeruginosa délétée d’OprM.

(4) La modélisation du régulateur MexZ de la pompe MexAB-OprM ainsi que la
modélisation d’OprD, la porine d’influx des carbapénémes, afin de discuter de
importance de certains acides aminés et d’éventuelles relations
structure/fonction a partir de mutants cliniques observés par nos
collaborateurs P. Plésiat et C. Llanes, qui nous avaient regu dans leur
laboratoire afin de nous former a la technique d'analyse par complémentation

in vivo.
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1. Biologie Moléculaire

1.1.Clonage des génes oprM et mexA dans un vecteur d’expression

1.1.1. Amplification des inserts

Les séquences des génes oprM et mexA ont été amplifiées indépendamment par
PCR a partir du plasmide pOM1 contenant I'opéron mexAB-oprM (Kohler, Kok et
al. 1996) grace aux amorces OprM-5-Ndel et OprM-3’-HisXmal pour oprM et
MexA-5'-Ndel et MexA-3’-HisXmal pour mexA. Une version non palmitylée
cytoplasmique de la protéine MexA commencgant au résidu Gly25 a également
été clonée, dénommée MexAnp pour "MexA non palmitylée" (par analogie la
protéine sauvage est dénommée MexAp). Pour cela une amplification par PCR a
été réalisée comme précédemment avec la paire d’amorces MexA-NP-5’-Ndel et
MexA-NP-3’-HisXbal (Fig. 46).

Les réactions PCR sont réalisées sur un appareil thermocycleur Mastercycler®
pro (Eppendorf), dans les conditions expérimentales décrites en Fig. 47 et avec
une ADN Polymérase Phusion produite au laboratoire.

Ces amplifications PCR permettent d’insérer de part et d’autre du géne, les sites
de coupures reconnus par les enzymes de restrictions utilisées pour le clonage
(Ndel, Xmal ou Xbal) ainsi qu’une étiquette de 6 histidines (6His) au niveau de
I'extrémité C-terminale du géne qui sera utilisée ultérieurement pour la purification

des protéines sur une résine de nickel.
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Protéine Nom amorce Séquence amorce (5'-->3") Tm (°C)
OprM OprM-5'-Ndel ggaattccatatgaaacggtccttcctttcc 62
OprM-3'-HisXmal tccececgggteagtgatggtgatggtgatgagectggggatcttecttcttcgeggtcetg 78
MexA-5'-Ndel ggaattccatatgcaacgaacgccagccatgcegtgtactg 70
MexAp MexA-3'-HisXmal tccececgggtcagtgatggtgatggtgatggeccttgetgteggttttc 76
MexAnp MexA-NP-5’-Ndel ggaattccatatgggaaaaagcgaggcgecgcecg 69
MexA-NP-3’-HisXbal |tgctctagatcagtgatggtgatggtgatggcccttgetgtcggttttcge 73

Fig. 46: Amorces utilisées pour le clonage d’OprM et MexA dans le vecteur
d’expression pBAD33-GFPuv

La séquence de l'amorce s’hybridant sur le gene considéré est notée en gras,
I'étiquette 6His est représentée en italique et les sites de coupure des enzymes de
restriction sont soulignés sur chaque amorce.

Fig. 47: Exemple de protocole de PCR utilisé pour les clonages

Composant Conce_n_t ration Volume /Réaction

Initiale
Matrice ADN ~ 100 ng/uL 1L Etape Température | Tps | Nb. de cycles
Amorce 5’ 20uM 1L Dénaturation initiale 98°C 30s 1
Amorce 3’ 20uM 1L Dénaturation 98°C 10s
dNTPs 10mM 1uL Hybridation 58°C 30s 30
Tampon Phusion 10X 5pL Elongation (~1min/kb) 72°C 2min
DNA pol. Phusion 100X 1L Elongation finale 72°C Smin 1
H,0 40 L
Volume Final 50 pL

A gauche sont indiquées les quantités de réactif a utiliser pour une réaction PCR de
50uL. Un descriptif type du programme PCR utilisé pour la polymérase Phusion est
donné a droite.

1.1.2. Le vecteur d’expression pBAD33-GFPuv

Le vecteur d’expression que nous utilisons,

le pBAD33-GFPuv (6113pb)

(Benhabdelhak et al., non publié), est un dérivé du pBAD33 décrit par Guzman et

al. (Guzman, Belin et al. 1995) dans lequel a été inseré un fragment de 1726pb

issu du vecteur pBAD-GFPuv (Crameri, Whitehorn et al. 1996) aprés digestion

Pael-EcoRV. Il porte le géne CAT de résistance au chloramphénicol (géne codant

pour la chloramphénicol acétyl-transférase) utilisé comme marqueur de sélection,

et le promoteur pBAD inductible au L-arabinose (Fig. 48). Lors du clonage de nos

genes d’intérét le géne de la GFP est supprimé ce qui permet un criblage visuel

109




Partie II — Matériels & Méthodes
Chapitre I — Biologie Moléculaire

directement sur boite de pétri des clones positifs. En effet, en présence de

L-arabinose et sous UV, les clones positifs ne seront plus fluorescents.

rrnB T1 T2 5558...5715
5446 Xbal (1

M13 ori 335...793

GFPuv 4708...5417
4929 Ndel (2)

[ 4695 Ndel (2))

pBAD33GFPuv
Benhabdelhak
(unpublished)

AraO2 4360...4375 CmR (CAT) 2007...1348

AraC 4330...3452

p15a ori 2369...3208

Fig. 47: Carte du plasmide pBAD33-GFPuv (Benhabdelhak et al, non publi€)

Les origines de réplication M13 et p15a sont indiquées par des fleches grises et le
gene conférant la résistance au chloramphénicol en jaune. Le promoteur pBAD est
indiqué par une fleche rose et les éléments de sa régulation (opérateurs arabinose et
AraC) par des fleches orange. Le gene codant pour la GFP, en aval du promoteur,
est matérialisé par une fléche verte. Il est supprimé lorsque, pour les clonages, on
effectue une digestion par les enzymes de restriction Ndel et Xmal ou Xbal
(encadrés en rouge).

1.1.3. Digestion, Ligation et Transformation

Les produits d’amplification d’une taille de 1496pb, 1190pb et 1120pb pour OprM,
MexAp et MexAnp respectivement, sont digérés pendant une nuit par les
enzymes de restriction Ndel et Xmal pour oprM et mexA ou Ndel et Xbal pour
mexAnp (New England Biolabs).
Aprés purification avec le kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel) selon les recommandations du fournisseur (cf. Fig. 49), les
inserts digérés sont ligués au pBAD33-GFPuv préalablement digéré par ces
mémes enzymes. La ligation est effectuée par la T4 DNA ligase (New England
Biolabs) pendant 5h a 16°C.
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5 uL de produit de ligation sont utilisés pour transformer par électroporation une
souche XL1 d'E. coli électrocompétente par 1 pulse a 2,5 kV sur un
électroporateur Micropulseur (Biorad). Aprés 45 minutes d’incubation a 37°C, la
transformation est étalée sur une boite LB contenant du chloramphénicol a 25

pg/mL (boite LBC) et incubée une nuit dans une étuve a 37°C.
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PCR clean-up, gel extraction
Protocol-at-a-glance (Rev.02)

11,000

PCR Gel DNA Single
clean-up extraction clean-up stranded
(with SDS) DNA clean-up
1 PBCRclsan-up,
s
single stranded DNA_
clean-up:
Adjust binding condition g U g U
Gelextraction:
Exclse DNA fragment/
solubliize gel slice
200 pLNTY 200 pL NTV 500 ul NT&! 200 uL NYC/
100 uL PCR 100 mg gel 100 pL sample | 00 uL sample
50°C
5-10 min
2 Bind DNA

3 Wash sllica membrane

11,000
30s

700 ULNT3
11,000x 9

30s
Becommengad:
¥ o ==

700 pLNT3

xg

4  Dry silica membrane

Q 11,000x 9
1 min

5 Elute DNA

1 min

RT
<5 1 min
11,000% g

MACHEREY-NAGEL GmbM & Co. KG - Neumann-Neander-Str. 6-8 - 52355 Duran - Germany
Tel: +49 24 21 369270 - Fax: +49 24 21 968-186 - loch-00 @ mn-net.com - www.mn-net.com

Fig. 49 : Protocole d’utilisation du kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

@

(Macherey-Nagel)
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1.1.4. Criblage des clones recombinants

Une préculture de 5 mL en milieu LB additionné de chloramphénicol a 25 pg/mL

est réalisée a partir des colonies apparues sur la boite LBC afin de purifier les

plasmides recombinants

(Macherey-Nagel) selon les recommandations du fournisseur (cf. Fig. 50).

Plasmid DNA Purification
Protocol-at-a-glance (Rev.07)

by

a

lantnin®  Nuetans ni

Plasmid  Plasmid (NoLid)

NucleoSpin®

Plasmid QuickPure

11.000x g
a0s

11,000 g
08

1 Cultivate
and harvest
bacterial cells

2 Celllysis

250 pL Bufter At

250 pL Buffer A2
AT, 5 min

300 L Buffer A3

250 pL Buffer A1

250 yL Buffer A2
RT. S min

300 pL Buffer A3

3 Clarification

C em)|( e | «f| <« | <=

cearf]
-y

o O

of the lysate U
@ @ 11.000x g 1,000xg
5-10 min Smin
4 Bind DNA
Load supematant Loed supernatant
@ © 11.000x g Mo xg
1 min 1 min
5 Wash silica {Optional:
membrane 500 pl Buffer AW)
450 L Buffer AQ
600 pL Buffer A4
@ @ 11.000x g 1M000xg
1 min 3Imin
6 Drysilica
membrane
Drying is perfomed during
centrifugation of the
single washing step
& &
2 min
7 Elute DNA

50 pL Buffer AE

AT, 1 min

11.000x g
1 min

50 uL Buffer AE
RT. 1 min

@ 11,000 x 9
1 min

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG « Neumann-Neander-S¥, 6-5 « D-52355 Doren « Germary W

Tel- 4a% {0) 24 21 969 270 » waww.mnnet.com « e-mall tech-bwo @mn-net.com

Fig. 50 : Protocole d’utilisation du kit NucleoSpin® Plasmid QuickPure

(Macherey-Nagel)

laide du kit NucleoSpin® Plasmid QuickPure

113



Partie II — Matériels & Méthodes

Chapitre I — Biologie Moléculaire

Une PCR de criblage est réalisée a partir des amorces ayant servi au clonage.
Les plasmides des clones positifs sont ensuite séquencés avant d’étre utilisés
pour la production.

Ces plasmides contenant soit le géne oprM soit le géne mexA, soit sa version

tronquée, seront nommés pPMM, pPMA et pPMAnNp respectivement.

1.2. Mutagenése dirigée sur le géne oprmM

Pour étudier le mécanisme d'ouverture périplasmique d'OprM (cf. Résultats,
paragraphe 3) nous avons décidé de muter certains résidus supposés étre impliqués
dans le maintien d’un état fermé d’OprM. Nous voulions ensuite cloner ces versions
mutées du gene oprM (1) dans un vecteur compatible avec une expression stable au
sein des souches de Pseudomonas aeruginosa, le pME6001, pour réaliser les
expériences de complémentation, (2) dans le vecteur pBAD33-GFPuv afin de
pouvoir surproduire les protéines mutantes correspondantes pour des études
biochimiques. Nous avons donc choisi au préalable de re-cloner le géne oprM
sauvage dans un vecteur de clonage de plus petite taille, le pUC19 (2686pb) pour
faciliter la mutagenése puis de sous-cloner les inserts mutés dans les deux vecteurs

cités précédemment.

1.2.1. Clonage d’OprM dans le pUC19

Le géne oprM a été amplifié par PCR a partir du plasmide pPMM
(cf. paragraphe 1.1.4) toujours grace aux amorces OprM-5-Ndel et
OprM-3’-HisXmal et selon les conditions décrites dans le paragraphe 1.1.1.
L’insert ainsi amplifié a été digéré pendant une nuit avec les enzymes Ndel et
Xmal puis inséré dans le vecteur pUC19 préalablement digéré par les mémes
enzymes. La ligation, la tranformation et le criblage des clones suivent le méme
protocole expérimental que celui décrit dans les paragraphes 1.1.3 et 1.1.4 a la
différence prés que le pUC19 porte une résistance a 'ampicilline nécessitant un
étalement et des précultures en milieu LB + ampicilline 100 ug/mL.

Nous disposons ainsi d’'une nouvelle construction portant le nom de
pUC19-OprMwt.
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1.2.2. Mutageneése dirigée sur le pUC-OprMwt

Nous avons réalisé 4 mutants d’'OprM portant des mutations simples sur les

acides aminés (numérotés a partir de la forme mature de la protéine) D416,

R419, tous deux mutés en alanine et R403, Y404, respectivement mutés en

leucine et phénylalanine. Nous avons également construit deux mutants
contenant les combinaisons de deux mutations : D416A-R419A et R403L-Y404F.

Pour cela les amorces résumées dans la figure 51 ont été utilisées.

Mutation Nom amorce Séquence amorce (5'-->3") Tm (°C)
DA16A OprM-D416-Fwd CTGACCCTGCTCGcCGCGCAACGCTCGCTGTTC 73
OprM-D416-Rev GAACAGCGAGCGTTGCGCGgCGAGCAGGGTCAG
RA19A OprM-R419-Fwd CTGACCCTGCTCGACGCGCAAgGCtTCGCTGTTC 7
OprM-R419-Rev GAACAGCGAagcTTGCGCGTCGAGCAGGGTCAG
RA03L OprM-R403-Fwd ACAAGCtCTATCGCACGGGGGTGGACAACTAC 67
OprM-R403-Rev GTAGTTGTCCACCCCCGTGCGATAGaGCTTGT
VA04F OprM-Y404-Fwd GCGCTtTCGCACGGGGGTGGACAACTACCT 69
OprM-Y404-Rev AGGTAGTTGTCCACCCCCGTGCGAaAGCGC
OprM-416419-Fwd CTGCTCGcCGCGCAAgGctTCGCTGTTC
D416A-R419A 67
OprM-416419-Rev GAACAGCGAagcTTGCGCGgCGAGCAG
OprM-403404-Fwd ACAAGCtCTtTCGCACGGGGGTGGACAACTAC
R403L-Y404F 67
OprM-403404-Rev GTAGTTGTCCACCCCCGTGCGAaAGaGCTTGT

Fig. 51: Amorces utilisées pour la mutagenéese sur oprmM

Les bases correspondant au codon a muter sont indiquées en gras avec en
italique la ou les bases modifiées par rapport a la séquence présente sur le géne
oprM sauvage.

Les simples mutants ont été construits de la maniére suivante :

- une amplification compléte du plasmide est réalisée par PCR grace aux

amorces Fwd et Rev correspondant a chaque mutation avec un temps

d’élongation de 4 minutes selon les conditions décrites dans la figure 46.

- Aprés purification du produit PCR avec le kit NucleoSpin® Gel and PCR

Clean-up (Macherey-Nagel), ’ADN plasmidique matrice (pUC-OprMwt) est

spécifiqguement dégradé par une digestion Dpnl (New England Biolabs)

réalisée a 37°C pendant 5 heures (Fig. 52A).
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- Le produit de digestion est ensuite transformé dans une souche XL1
d’E. coli électrocompétente selon les recommandations du paragraphe
1.1.3 puis la transformation est étalée sur boite LB + ampicilline 100 pg/mL
(boite LBA).

Pour la construction des doubles mutants, seule I'étape de PCR a été réalisée

mais de maniére différente (Fig. 52B). Dans ce cas, deux hémi-PCR ont été

réalisées :

une hémi-PCR avec l'amorce OprM-5-Ndel (pour clonage dans le
pBAD33GFPuv) ou OprM-pseudo-5’-EcoRI (pour le clonage dans le vecteur
pPMEGO001) et 'amorce « Rev » contenant la mutation désirée générant un
fragment de ~1275pb aprés 2 minutes d’élongation.

une hémi-PCR avec I'amorce OprM-3’-HisXmal (pour clonage dans le
pBAD33GFPuv) ou OprM-pseudo-3’-Sacl (pour le clonage dans le vecteur
pMEG001) et I'amorce « Fwd » contenant la mutation désirée générant un

fragment de ~225pb aprés 30 secondes d’élongation.

1 uL de chaque hémi-PCR ont ensuite servi de matrice pour une PCR de fusion

réalisée selon les conditions de la figure 46 avec le couple d’amorce OprM-5’-

Ndel et OprM-3’-HisXmal pour le clonage dans le pBAD33GFPuv ou avec le

couple d’amorce OprM-pseudo-5-EcoRI et OprM-pseudo-3’-Sacl (cf. Fig. 54)

pour le clonage dans le vecteur pMEG001). Le produit PCR final ainsi obtenu a

été ensuite purifié avec le kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-

Nagel) en vue de sa digestion.
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Fig. 52: Principe des PCR de mutagénése

(A/) Mutagenese circulaire. Les amorches mutées strictement complémentaires
(fleches bleues avec la mutation indiquée par une étoile rouge) sont utilisées pour
amplifier chaque brin de plasmide. Le plasmide matrice (double cercle noir) est
ensuite spécifiquement éliminé par digestion avec I'enzyme Dpnl et seul reste e
plasmide muté ainsi généré (double cercle bleu) (B/) Mutagenése par hémi-PCRs
et PCR de fusion. Deux hémi PCRs sont chacune réalisées a partir d’'une amorce
mutée et d’une amorce normale s’hydridant a une extrémité du gene d’intérét
(fleche orange avec le site de restriction enzymatique matérialisé par un éclair
vert). Les produits des deux réactions servent ensuite de matrice pour une PCR
de fusion réalisée a partir des deux amorces normales situées de part et d’autre
du géne d’intérét. Le produit de fusion générée (trait violet avec les deux sites de
restriction enzymatique) devra étre digéré par les enzymes adéquates pour son
insertion dans le plasmide désiré.

1.2.3. Clonage des mutants d’'OprM dans le vecteur pME6001
1.2.3.1. Le vecteur pMEG001

Le vecteur pME6001 nous a été donné par I'équipe du Pr. Patrick Plésiat a

Besancon avec qui nous collaborons. Ce vecteur est un vecteur compatible
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avec une utilisation aussi bien dans des souches d’E. coli que dans des
souches de Pseudomonas aeruginosa pour des études fonctionnelles. Il
présente une résistance a la gentamicine et dans le cadre de notre clonage
EcoRI-Sacl (5'>3’) linsert sera sous le contréle des promoteurs lac + T3
(Fig. 53).

Avi ’ 9
Pyull 6838 val 1 oll/Eagl 319

Spel 6457

BssHI 1239
Aval 1386

Sphl 589

pMEG001

7425 bp

Pvull 1739

scl 1796

HinclI 5571

Bglll 5038
EcoRV 4846
Sacll 4789

Sacll 4758

Notl 4752

Pvul 3062
= Pvull 3091
BssHI 3181

acl 3219
acll 3226
Notl 32322
’c‘}‘%{%j;”r el Sites de
Bam Bstl) 5
/ _ ﬁa“;;%g” clonage
' DN\Pstl 326
Sphl a6 icoRI 3269
| e
m
Kpnl EcoRl Sacl BssHI  Pvull Clal 3288
A o | | = | Sall 3296
—aya— ~ D el incll 3298
LacO T3 C 2 TT _h_Q{_%%%A
Insertion d’'oprM g%i‘":iiiii

Mscl 3754 Pvull, 3539

Unique restriction sites are printed in boldface.
Deduced sequence is available.

Fig. 53: Carte du plasmide pMEG6001 utilisé pour les expériences de

complémentation chez Pseudomonas aeruginosa

Le vecteur pME6001 porte un géne de résistance a la gentamicine (noté Gm) et
contient trois promoteurs matérialisés par des fleches bleues et vertes : deux sont
situés en amont du site multiple de clonage (Lac et T3) et un en aval (T7). Les
sites utilisés pour le clonage (EcoRl et Sacl) sont surlignés en orange. D’autres
sites d’enzymes de restriction sont annotés sur la carte avec leur position relative
par rapport au site Aval en haut de la carte.
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1.2.3.2. Clonage

Pour cloner les simples mutants, une PCR est réalisée a partir des plasmides
pUC19-OprMmutants avec les amorces OprM-pseudo-5’-EcoRI et OprM-pseudo-
3’-Sacl (cf. Fig. 54) en appliquant le protocole décrit en Fig. 47. Les produits PCR

sont ensuite purifies avec le kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

(Macherey-Nagel) avant digestion enzymatique.

Nom amorce Séquence amorce (5'-->3") Tm (°C)
OprM-pseudo-5'-EcoRI |gaagtccggaattcatgaaacggtccttcctttcc 66
OprM-pseudo-3’-Sacl |agcgaccgagctcggtcagtgatggtgatggtg 69

Fig. 54: Amorces utilisées pour le clonage des mutants OprM dans le pME6001

La sequence de 'amorce s’hybridant sur la matrice ADN est notée en gras, la partie
de l'étiquette 6His est représentée en italique sur 'amorce 3’ et les sites de coupures

des enzymes de restriction sont soulignés sur chaque amorce.

Les PCR de fusion EcoRI-Sacl contenant les doubles mutations D416A-R419A et
R403L-Y40F décrits dans le paragraphe 1.2.2 et ceux décrits ci dessus sont
digérés sur la nuit avec les enzymes de restriction EcoRI et Sacl (New England
Biolabs) puis ligués dans un rapport insert/vecteur 1: 3 (v/v), au vecteur
pMEGO001 préalablement digéré par ces mémes enzymes. La transformation est
effectuée comme décrit précédemment (cf. paragraphe 1.1.3) puis étalée sur une
boite de LB contenant de la gentamicine a une concentration finale de 15 ug/mL.
Comme pour les autres clonages, le criblage des clones est effectué par PCR
avec les amorces ayant servi au clonage.

Nous disposons ainsi aprés séquengage de 6 nouveaux plasmides dénommés :
pMEG6001-OprM-D416A, pMEG6001-OprM-R419A, pME6001-OprM-R403L,
pMEG6001-OprM-Y404F, pME6001-OprM-D416A-R419A et pME6001-OprM-
R403L-Y404F.

De plus, tout récemment nous avons fait cloner par la plateforme IMAGIF a
Gif-sur-Yvette, un dernier mutant comportant les quatre mutations R403L-Y404F-

D416A-R419A, a partir du plasmide pME6001-OprM-R403L-Y404F et des
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amorces OprM-416-419-Fwd et OprM-416-419-Rev. Par soucis de simplicité,
nous appellerons ce mutant pMEG6001-OprM-Quad. Mut.

1.2.4. Clonage des mutants d’OprM dans le vecteur pBAD33GFPuv

Nous avons choisi de produire certains mutants pour des caractérisations
biochimiques. Il s’agit des mutants D416A, D416A-R419A, Y404F et R403L-
Y404F.

Un plasmide d’expression contenant la mutation D416A nous a été donné par le
Dr Henrietta Venter (Royal Society Dorothy Hodgkin Fellow, Department of
Pharmacology, Cambridge University). |l s’agit d’'un vecteur pET41 portant une
résistance a la kanamycine dans lequel a été inséré, entre les sites Ndel et Hindlll,
le géne muté d’'OprM avec une étiquette 8His a I'extrémité C-terminale. Nous
utilisons donc directement ce plasmide (nommé pOprMH-D433A) pour produire la
protéine OprM-D416A.

Pour les trois autres mutants, une PCR a été réalisée afin de cloner les inserts
entre les sites Ndel et Xmal du pBAD33-GFPuv comme pour la forme sauvage de
la protéine. Pour cela, les amorces OprM-5’-Ndel et OprM-3’-HisXmal ont été
utilisées sur les matrices pUC-OprMmutants. Pour les doubles mutants, les PCR

de fusion décrites dans le paragraphe 1.2.2 ont été utilisées.

Les étapes de digestion, ligation, transformation et criblage ont été effectuées de

maniére similaire a la description faite dans le paragraphe 1.1.3 et 1.1.4.
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Description

Références

pBAD33-GFPuv
pPMM
pPMA

pPMANnp
pUC19
pUC19-OprMwt

pUC19-OprM-R403L
pUC19-OprM-Y404F

pUC19-OprM-D416A
pUC19-OprM-R419A

pME6001

pME6001-OprM-R403L
pME6001-OprM-Y404F
pME6001-OprM-D416A
pME6001-OprM-R419A

pME6001-OprM-R403L-Y404F
pME6001-OprM-D416A-R419A
pME6001-OprM-Quad. Mut.
pOprMH-D433A
pBAD33-0OprM-Y404F
pBAD33-OprM-R403L-Y404F

pBAD33-OprM-D416A-R419A

Vecteur d'expression dérivé du pBAD33 par insertion du géne de la GFP aux sites
Pael EcoRYV, promoteur Lac, 6113pb

pBAD33-GFPuv contenant le géne oprM inséré aux sites Ndel Xmal avec un tag
6His en C terminal

pBAD33-GFPuv contenant le géne mexA inséré aux sites Ndel Xmal avec un tag
6His en C terminal

pBAD33-GFPuv contenant le géne codant pour la protéine MexA délétée des 24
premiers acides aminés inséré aux sites Ndel Xbal avec un tag 6His en C terminal

vecteur de clonage multicopies, 2686pb

pUC19 contenant le géne oprM inséré aux sites Ndel Xmal avec un tag 6His en C
terminal

Dérivé du pUC19-OprM portant la mutation R403L
Dérivé du pUC19-OprM portant la mutation Y404F
Dérivé du pUC19-OprM portant la mutation D416A
Dérivé du pUC19-OprM portant la mutation R419A

Vecteur de clonage dérivé du pME6000, compatible avec les souches d'E. coli et
de Pseudomonas aeruginosa, 7425pb

Dérivé du pME6001 codant pour la protéine OprM avec la mutation R403L
Dérivé du pME6001 codant pour la protéine OprM avec la mutation Y404F
Dérivé du pME6001 codant pour la protéine OprM avec la mutation D416A
Dérivé du pME6001 codant pour la protéine OprM avec la mutation R419A
Dérivé du pME6001 codant pour la protéine OprM avec les mutations R403L et
Y404F

Dérivé du pME6001 codant pour la protéine OprM avec les mutations D416A et
R419A

Dérivé du pME6001 codant pour la protéine OprM avec les mutations R403L,
Y404F, D416A et R419A

Vecteur d'expression dérivé du pET41 contenant le géne oprM avec la mutation
D416A inséré aux sites Ndel HindIII avec un tag 8His en C terminal
pBAD33-GFPuv contenant le géne oprM avec la mutation Y404F, inséré aux sites
Ndel Xmal avec un tag 6His en C terminal

pBAD33-GFPuv contenant le géne oprM avec les mutations R403L et Y404F, inséré
aux sites Ndel Xmal avec un tag 6His en C terminal

pBAD33-GFPuv contenant le géne oprM avec les mutations D416A et R419A,
inséré aux sites Ndel Xmal avec un tag 6His en C terminal

CmR

CmR

CmR

0

mR

AmpR

GmR
KanR
CmR
CmR

CmR

Benhabdelhak, unpublished
Benhabdelhak, unpublished
Benhabdelhak, unpublished

Benhabdelhak, unpublished
(Yanisch-Perron et al., 1985)
cette étude

cette étude
cette étude
cette étude
cette étude

(Blumer et al. 1999)

cette étude
cette étude
cette étude
cette étude

cette étude

cette étude

cette étude
(Plateforme IMAGIF)

H. Venter, unpublished
cette étude
cette étude

cette étude

Fig. 55: Tableau récapitulatif des plasmides utilisés
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2. Microbiologie

2.1.Liste des souches utilisées

Description Références
P , aerugi
PAO1wt souche sauvage prototrophe (Stover et al., 2000)
PA0O1AOprM souche PAO1 mutante inactivée dans le géne codant pour la protéine OprM S. Guénard

Escherichia coli
BW25113 E. coli wt :
(nommeée E. coli wt) F-, A(araD-araB)567, Alacz4787(::rrnB-3), A-, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

JW3368-1 Souche mutante d'E. coli n'exprimant plus les porines OmpF et OmpC (Datsenko et al., 2000; Baba et al., 2006)
(nommée AompR) F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), A-, AompR739::kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

JW5503-1 Souche mutante d'E. coli n'exprimant plus la protéine TolC (Baba et al., 2006)
(nommée AtolC) F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrB-3), A-, AtolC732::kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

C43(DE3) souche d'expression de protéines membranaires: (Miroux et Walker, 1996)
dérivée d'E.coli BL21(DE3)[E. coli F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) par mutation génomique non identifiée

XL1 souche de clonage : (Stratagene)
E. coli recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB lacIqZAM15 Tn10 (TetR)]

Fig. 56: Tableau récapitulatif des souches utilisées

2.2.Préparation de cellules électrocompétentes

2.2.1. Souches E. coli

400 mL de milieu LB sans antibiotique (ou kanamycine 50 pg/mL selon les
souches) sont inoculés au 1/50°™ & partir d’'une préculture de la souche d’E. coli
désirée puis incubés a 37°C sous agitation (200rpm) jusqu’a DOgoonm=0,7. Les
cellules sont ensuite centrifugées a 8000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le culot
est lavé avec 1 volume d’eau stérile (400 mL) puis recentrifugé a 8000 g pendant
10 minutes a 4°C. Un deuxiéme lavage dans les mémes conditions est réalisé. Le
culot est alors repris dans 1/50 volume (8 mL) de glycérol 10% (w/v) stérile. Aprés
centrifugation a 8000 g pendant 10 minutes a 4°C, le culot est repris dans 3 mL
de glycérol 10% (w/v) et aliquoté par 100 uL. Les aliquots sont congelés dans

I'azote liquide et conservés a -80°C en vue d’une utilisation prochaine.

2.2.2. Souches P. aeruginosa

50 mL de milieu MH sans antibiotique sont inoculés au 1/50°™® & partir d’une

préculture de la souche de P. aeruginosa désirée puis incubés a 37°C sous
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agitation (200rpm) jusqu’a DOeoonm=0,7. Les cellules sont ensuite centrifugées a
8000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le culot est lavé avec 1/2 volume de
sucrose 300 mM stérile (25 mL) puis recentrifugé a 8000 g pendant 10 minutes a
4°C. Un deuxieme lavage dans les mémes conditions est réalisé. Le culot est
alors repris dans 1/100 volume (500 pL) de sucrose 300 mM stérile. Les cellules
compétentes de Pseudomonas aeruginosa ne se conservent pas il faut donc les
transformer immédiatement (par aliquot de 100 uL) et en refaire a chaque
nouvelle transformation souhaitée (Protocole adapté d’aprés (Smith and Iglewski
1989).

2.3. Antibiogrammes

2.3.1. Un critére d’évaluation de la résistance

L’antibiogramme est une méthode microbiologique de diffusion en milieu gelosé

d’antibiotiques distribués sous forme de disques imbibés. Cette technique permet

ainsi d’évaluer de maniére simultanée la sensibilité d’'une souche bactérienne

vis-a-vis de plusieurs antibiotiques en mesurant le diameétre d’inhibition autour

des disques.

Cette technique est trés souvent utilisée en milieu clinique car les résultats

fournis par cette analyse sur la résistance de souches de Pseudomonas

aeruginosa retrouvées chez les patients, guideront le choix du traitement. En

effet, elles permettent de détecter des résistances de bas niveau, de déceler

lapparition de phénoménes épidémiques mais surtout d’optimiser

I'antibiothérapie afin d’endiguer l'infection par le bacille pyocyanique.

Les antibiotiques classiquement testés pour le bacille pyocyanique sont :

- la ticarcilline, la pipéracilline, la ceftazidime, I'imipénéme, le méropénéme,
I'aztréonam pour les beta lactamines.

- la gentamicine, la tobramycine, 'amikacine pour les aminosides.

- la ciprofloxacine pour les fluoroquinolones.

- etlacolistine.

En cas d’ambiguité de diagnostic, une liste complémentaire est fournie. Elle

comprend la ticarcilline additionnée de I'acide clavulanique, la pipéracilline en
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association avec le tazobactam, la céfépime, le doripénéme, la nétilmidine, la
Iévofloxacine, les sulfamides, la fosfomycine et la rifampicine.

Afin  d’homogénéiser linterprétation, ces méthodes microbiologiques
(antibiogrammes et mesure de CMI) sont standardisées et font I'objet de
recommandations a [I'échelle nationale et européenne promulguées
respectivement par le Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM) et par [I'European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST). Ces recommandations concernent les aspects
pratiques de réalisation d’un antibiogramme et fixent les concentrations critiques
pour chaque antibiotique qui définissent une souche sensible (S) ou résistante
(R) (et éventuellement insensible (I)). La figure 55 présente les valeurs a

considérer pour les souches Pseudomonas aeruginosa.

Antiblotigues Concentrations critiques (mg/L) Charge des disques Dlamet(r;s:r::)rmques

s R (mg) s ]
Ticarcilline <16 >16 75 >22 <22
Ticarcilline+Acide Clavulanique <16o0u2 16 ou 2 75 ou 10 222 <22
Pipéracilline <16 >16 75 >18 <18
Pipéracilline+Tazobactam <l6ouéd l6ou4d 75 ou 10 >19 <19
Ceftazidime <8 >8 30 >19 <19
Céfépime <8 >8 30 >19 <19
Imipénéeme <4 >8 10 >22 <17
Méropénéme <2 >8 10 >22 <15
Aztréonam <1 > 16 30 >27 <19
Tobramycine <4 >4 10 >16 <16
Amikacine <8 >16 30 217 <15
Gentamicine <4 >4 15 > 16 <16

Colistine <2 >4 50 - -
Ciprofloxacine <0,5 >1 5 225 <22

Fig. 57: Recommandations 2011 du CA-SFM pour I'interprétation des

antibiogrammes de Pseudomonas aeruginosa
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2.3.2. Considérations pratiques

D’un point de vue pratique, a partir d’'une culture de 18-24 heures sur milieu gelosé
non sélectif, une suspension normalisée a 0,5 McFarland (~10% UFC/mL) est réalisée
en milieu Mueller-Hinton (MH) (Sigma) ou en solution saline (eau additionnée de
NaCl & 0,9%). Cette suspension est diluée au 1/10°™, puis ensemencée par
inondation sur la gélose MH (Mueller-Hinton Agar, Biorad) préalablement coulée sur
une boite de Pétri carrée (12x12 mm). Un dispenseur d’antibiotiques (16-disk
Dispenser, Biorad) permet ensuite de déposer 16 disques imprégnés d’antibiotiques
(Antimicrobial susceptibility disks, Biorad). La charge des disques (ug) varie selon les
antibiotiques considérés (cf. Fig. 57). Les boites sont ensuite incubées pendant 18 a
24 heures a 37°C. Le lendemain on peut donc évaluer le niveau de résistance de la
souche considérée pour chaque antibiotique testé. Ainsi de maniére qualitative, plus
le diamétre d’inhibition de croissance autour du disque d’antibiotique est grand, plus
la souche est sensible a I'antibiotique. On mesure ensuite de maniére plus précise
chaque diamétre (mm) que I'on compare aux valeurs critiques référencées par le

CA-SFM (cf. Fig. 57).

2.4.CMI en milieu gélosé

Pour une détermination précise de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de
chaque antibiotique, la méthode de dilution en gélose est utilisée. Une série de
géloses avec des concentrations décroissantes d’'un méme antibiotique est réalisée
par des dilutions de deux en deux pour chaque antibiotique testé. Dans le cadre de
notre étude nous avons sélectionné 8 antibiotiques (Sigma) répartis dans chacune
des familles d’antibiotiques :
- laticarcilline (pénicilline)
- la ceftazidime (céphalosporine de 3°™ génération)
- I'aztréonam (monobactame)
- le méropéneme et l'imipénéme (carbapénémes, substrats ou non de
MexAB-OprM)
- la tobramycine et I'amikacine, deux aminosides

- la ciprofloxacine (fluoroquinolone)
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Comme pour les antibiogrammes, une suspension bactérienne normalisée a
0,5 McFarland puis diluée au 1/10°™ est réalisée pour chaque souche a tester. Elles
sont ensuite transférées sur une microplaque afin d’étre distribuées de maniére
homogéne sur chaque gélose grace a un ensemenceur de Steers (Multipontelite™
SCAN 4000, Mast Diagnostic) (cf. Fig. 58). La lecture se fait la aussi aprés 18h
d’'incubation a 37°C. La CMI est définie comme la plus faible concentration en
antibiotique capable d’inhiber la croissance de la souche étudiée. On retiendra donc
comme valeur celle de la premiére boite de gélose sur laquelle la souche ne pousse

plus.

Fig. 58 : Ensemenceur de Steers

2.5.CMI en milieu liquide

2.5.1. Test Polyamine dans les souches de Pseudomonas aeruginosa

Pour tester I'effet de la spermine, une polyamine, sur la fonctionnalité d’OprM,

nous avons suivi la croissance des souches PAO1TWT et PAO1AOprM en

présence d’un antibiotique substrat et de spermine.

Pour cela, des précultures sont normalisées a 0,5 McFarland puis diluées au

1/100°™ dans du milieu MH Calibré. Des cultures sont ensuite réalisées en

microplaque 96 puits a partir de 100 pL des précultures préparées auxquels sont
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ajoutés 100 uL de milieu MH +/- le traitement souhaité. Ici, pour chaque souche
considérée, des cultures avec une gamme de ticarcilline (Sigma) allant 0,25 a
64 mg/L sont préparées par dilution de 2 en 2 puis la moitié de chacune de ces
cultures est additionnée de Spermine (Sigma) a une concentration finale de 1mM
alors l'autre moitié sert de contrdle négatif « sans traitement ». Aprés incubation
pendant une nuit a 37°C sous agitation, une estimation visuelle de la CMI peut
étre faite pour chaque souche (turbidité ou non) ainsi qu’'une comparaison entre

souche traitée vs. souche non traitée.

2.5.2. Tests vancomycine et cefoxitine dans des souches d’E. coli

Avant de vérifier un éventuel influx d’antibiotiques via OprM nous avons réalisé
deux expériences contrOles avec deux antibiotiques: la vancomycine et la
cefoxitine (Sigma) dans des souches d’E. coli délétées respectivement de TolC
(E. coli ATolC) ou d’OmpF et OpmC (E. coli AOmpR) (cf. Fig. 56).

Le principe est le méme que pour les expériences avec la spermine
(cf. paragraphe ci dessus): des cultures de 200 yL sont préparées avec des
concentrations croissantes (de 1 a 256 mg/L) de I'un ou I'autre des antibiotiques et
inoculées avec des précultures pour étre a DOgoonm = 0,01. Le niveau de
résistance pour chaque antibiotique est déterminé visuellement aprés une nuit
d’'incubation a 37°C sous agitation, via la turbidité des cultures. Ces expériences
ont également été reproduites en milieu gélosé selon le protocole décrit dans le

paragraphe 2.5 sur la méme gamme de concentration qu’en milieu liquide.

2.6.Cultures de Pseudomonas aeruginosa

Aprés transformation de la souche PAO1AOprM électrocompétente par l'un des

plasmides de type « pME6001-OprM-mutation » ou le plasmide pME6001 sans

insert, un clone isolé sur boite est utilisé pour ensemencer une préculture de 2 mL de

MH + gentamicine a 15 pg/mL. Cette préculture incubée pendant la nuit a 37°C sous

agitation (200 rpm). Le lendemain, des cultures de 200 mL de milieu MH +

gentamicine 15 uyg/mL sont inoculées au 1/5

0°™ 3 partir de ces précultures. Deux

cultures témoins des souches PAO1wt et PAO1AOprM sont également réalisées en
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milieu MH sans antibiotique. Les cultures sont incubées a 37°C sous agitation
jusqu’a atteindre une DOgoonm de 1. Les cultures sont alors centrifugées a 7000 g
pendant 20 minutes a température ambiante. Les culots sont repris dans 20 mL de
Tris pH8 20 mM puis congelés dans l'azote et conservés a -80°C jusqu’a leur

utilisation (extraction des protéines de la membrane externe cf. Paragraphe 3.3.1).

2.7.Production des protéines recombinantes chez E. coli

Toutes les protéines sont produites dans une souche d’E. coli nommée C43(DE3) qui
dérive de la souche BL21(DE3) plus communément utilisée. Elle présente 'avantage
d’étre mieux adaptée a I'expression de certaines protéines membranaires (Miroux
and Walker 1996).

Apres transformation d’'une souche C43 (DE3) électrocompétente par un des
plasmides d’expression (de type pBAD33-xxx), un clone isolé sur boite est utilisé
pour ensemencer une préculture de 25 mL de LB + chloramphénicol a 25 ug/mL.
Cette préculture incubée pendant la nuit a 37°C sous agitation (200 rpm) sert a
inoculer au 1/50°™ un litre de LB + chloramphénicol & 25 pg/mL. Généralement, 6L
de cultures sont réalisés en méme temps pour obtenir aprés purification une quantité
suffisante de protéine utilisable pour diverses applications. La culture est incubée a
30°C sous agitation jusqu’a atteindre une DO a 600nm de 0,8. L'expression des
protéines est alors induite par ajout de L-Arabinose a une concentration finale de
0,02% (w/v). La culture se poursuit dans les mémes conditions pendant 2h30 et la
DO finale a 600nm est mesurée. Les bactéries sont ensuite centrifugées a 8000 g
pendant 20 minutes a température ambiante puis les culots sont repris dans 50 mL
de Tris-HCI pH8 20 mM avant d’étre congelés dans l'azote liquide et conservés

a -80°C jusqu’a leur utilisation.
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3. Biochimie

3.1. Purification des protéines

3.1.1. Purification d’OprM sauvage et mutants

Les culots décrits dans le paragraphe ci-dessus sont décongelés puis lysés a
haute pression par six passages a 10 000 psi (69 MPa) sur une presse de French.
Le lysat est ensuite centrifugé a 8000 g pendant 20 minutes a 4°C. Le surnageant
récupéré est ensuite incubé pendant 30 minutes avec de I'octyl-POE (ou C8POE)
(Bachem) a une concentration finale de 2% (v/v). Le C8POE agit de maniére
similaire a ce qui a été décrit pour le Sarkosyl, qui solubilise préférentiellement la
membrane interne d’E. coli alors que la membrane externe est résistante a ce
traitement (Filip, Fletcher et al. 1973). Une ultracentrifugation a 100 000 g pendant
1h a 4°C permet donc ainsi de récupérer un culot correspondant a la fraction de la
membrane externe.

Ces membranes sont alors reprises dans 10 mL de Tris-HCI pH 8 20 mM, Glycérol
10% (v/v) avant d’étre mises a solubiliser dans une solution de Tris-HCI pH 8
20 mM, Glycérol 10% (v/v), DDM 2% (w/v) pendant une nuit a température
ambiante en agitation sur une roue. Cette étape de solubilisation est cruciale dans
le processus de purification des protéines membranaires, nous avons donc
déterminé de maniére empirique que l'efficacité de cette étape nécessitait un
volume précis de tampon de solubilisation qui répond a la formule suivante :
Volume de solubilisation (mL) = [DOfinalesgonm X Volume total de culture (mL)] / 80
Ex : Pour 6L de cultures a DOfinalesoonm = 1,6 le volume de solubilisation sera
donc de : 1,6 x 6000 /80 = 120 mL

Il est important de noter qu’OprM est également efficacement solubilisé par le
R-OG, un autre détergent non ionique. Selon le type d’étude nous varions donc le
détergent utilisé : le DDM est utilisé pour les études en BN-PAGE alors que le

3-OG est préféré pour la cristallisation.

Le lendemain, le solubilisat est ultracentrifugé a 50 000 g pendant 45 minutes a

température ambiante. Le surnageant correspondant a la fraction solubilisée est
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incubé avec 5 mL de résine NiINTA agarose (Protino® Ni-NTA, Macherey Nagel)
pendant 1h30 en agitation sur roue a température ambiante. Les protéines fixées
sont ensuite éluées dans un tampon Tris-HCI pH 8 20 mM, Glycérol 10% (v/v),
DDM 0,05% (w/v) avec des concentrations croissantes d’imidazole (10, 20, 30,
50, 100 et 400 mM d’'imidazole tamponné a pH 8). Le premier lavage a faible
concentration d’imidazole est réalisé avec un volume correspondant a 10 fois le
volume de résine (10 CV) alors que les autres lavages correspondent a 2 CV.
L’élution finale a 400 mM est faite deux fois de maniére a étre sir que toute la
protéine a bien été éluée. L’élution est suivie par analyse des différentes fractions
sur un gel SDS-PAGE 12% (w/v) avec un marqueur de poids moléculaire
(ColorPlus Prestained Protein Marker, Broad Range (7-175 kDa), New ENgland
Biolabs) servant de référence. La protéine OprM pure est éluée a partir d’'une
concentration de 50 mM d’imidazole et elle est retrouvée majoritairement dans la
fraction a 100 mM d’imidazole (Fig. 59).
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Concentration Imidazole (mM)
kDa Sol. MW NR 10 20 30 50 100 400 400 (2)

Fig. 59: Analyse des fractions d’élution d’OprM sur gel SDS-PAGE 12% (w/v) aprés

purification sur résine NiNTA

10 uL de chaque fraction sont déposeés dans chaque puits. La fraction correspondant
aux protéines de la membrane externe solubilisées, diluée au 1/10°™°, est déposée
dans le premier puits. Le troisieme puits correspond a la fraction non retenue (NR)
sur la résine NiNTA. L’élution progressive d’OprM par des concentrations croissantes
d’imidazole est illustrée dans les puits 4 a 10. Pour repéere, un marqueur de poids
moléculaire (MW) est déposé dans le second puits.
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Une derniére étape de purification sur une colonne de gel filtration Superose6
préparative est réalisée afin de se débarrasser de I'imidazole et de vérifier
’'homogénéité de la préparation. Pour cela les fractions de la NINTA correspondant
aux concentrations d’'imidazole allant de 50 a 400 mM, sont réunies et concentrées
sur un concentrateur Amicon Ultra (Millipore) d'un cut-off de 100kDa par
centrifugation a 4000 g a 4°C avant d’étre injectées sur la colonne. Le choix de ce
cut-off est lié a la stabilité d’OprM sous forme trimérique (~150 kDa) qui permet ainsi
d’éviter de concentrer excessivement les micelles de détergent seul (50kDa en
moyenne pour le DDM). L’élution de la gel filtration est faite dans un tampon Tris-HCI
pH8 20 mM, Glycérol 10% (v/v), DDM 0,05% (w/v). Le profil d’élution montre un seul
pic a 73 mL correspondant a OprM pure sous forme trimérique (Fig. 60). Les
fractions sous le pic sont concentrées comme décrit ci-dessus jusqu’a une

concentration finale de I'ordre de 5 mg/mL.

Absorbance Superose6 Préparative (V,=115mL)
(mUA)

(MmS/cm)

800

700

600 /
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)0 }
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0 / \\ /\
0 20 40 60 80 100 120 140

Volume d’élution (mL)

Fig. 60: Profil d’élution d’OprM sur une colonne de gel filtration
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3.1.2. Purification de MexA
3.1.2.1. MexAp, forme entiere, membranaire

La premiére étape de lyse suit le méme protocole que celui décrit pour OprM. En
revanche le surnageant de lyse récupéré aprés centrifugation est directement
ultracentrifugé pendant 1 heure a 100 000 g a 4°C. Le culot recueilli contenant
'ensemble des membranes, est repris dans 10 mL de Tris-HClI pH8 20 mM,
Glycérol 10% (v/v) avant d’étre mis a solubiliser dans les mémes conditions que

celles utilisées pour OprM.

La premiére étape de purification sur résine NiNTA est identique a celle décrite pour
OprM. L’analyse sur gel SDS-PAGE 12% (w/v) montre que MexAp est éluée
uniquement grace a plusieurs lavages a 400 mM d’imidazole (Fig. 61). Ces fractions
sont ensuite concentrées par centrifugation sur un Amicon possédant un cut-off de
30kDa.

L’échantillon est ensuite simplement passé sur une colonne de dessalage (HiPrep
26/10 Desalting, GE Healthcare) pour échanger le tampon contre du Tris pH8
20 mM, Glycérol 10% (w/v), NaCl 200 mM, DDM 0,05% (w/v) puis re-concentré

jusqu’a une concentration proche de 5 mg/mL.

3.1.2.2. MexAnp, forme tronquée non palmitylée, cytoplasmique

Cette version tronquée de MexA commence a la Glycine25 située juste en aval de la
cystéine qui subit normalement une palmitylation nécessaire a l'ancrage de la
protéine dans la membrane interne. En I'absence de cette cystéine et de la séquence
signal située en amont, la protéine MexAnp est donc produite uniquement dans le
cytoplasme. Il suffit donc de la purifier directement a partir du surnageant de lyse
contenant I'ensemble des protéines solubles produites par la bactérie. Les étapes

suivantes sont identiques a celles décrites pour MexAp.
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Concentration Imidazole (mM)

Sol. NR 10 20 30 50 100 MW 400 kDa
(x3)

175

80
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Fig. 61: Analyse des fractions d’élution de MexAp sur gel SDS-PAGE 12% (w/v)

apres purification sur résine NiNTA

10 uL de chaque fraction sont deéposés dans chaque puits. La fraction correspondant
aux protéines membranaires solubilisées, diluée au 1/10°™°, est déposée dans le
premier puits (Sol.). Le deuxiéme puits correspond a la fraction non retenue (NR) sur
la résine NINTA. Les lavages a des concentrations croissantes d’imidazole sont
visibles dans les puits 3 a 7. Pour repére, un marqueur de poids moléculaire (MW)
est déposé dans le huitieme puits alors que les trois derniers puits illustrent I'élution
de MexAp.

3.2.BN-PAGE (Blue Native Gel Electrophoresis)

Le BN-PAGE est une électrophorése en conditions natives qui reposent sur deux
principes : (1) l'utilisation d’'un gel en gradient continu d’acrylamide, (2) l'utilisation du
bleu de Coomassie G250 qui confére aux protéines une méme densité de charge
négative sans le dénaturer. Les protéines vont donc migrer dans ce type
d’électrophorése uniquement en fonction de leur masse moléculaire et sous leur

forme native.

Dans le cadre de I'étude des pompes d’efflux nous avons di optimiser le protocole

de BN-PAGE décrit initialement par Schagger et al. (Schagger and von Jagow 1991).
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3.2.1. Préparation du gel gradient

Le gel gradient d’'une épaisseur d’'1 mm est réalisé au moyen d’'une pompe
péristaltique. Cette pompe va mélanger progressivement deux solutions contenant
de l'acrylamide a des concentrations respectives de 4 et 16% (w/v) afin d’obtenir
un gradient continu décroissant entre le bas et le haut du gel. La composition de
ces deux solutions est détaillée dans la figure 62. Aprés polymérisation du

gradient, la partie « stacking » du gel est ajoutée de maniére similaire aux gels

SDS-PAGE.
Composant [Conc. Init. |Conc. Finale [Solution 4% |Solution 16% |Stacking 3,5%
Acrylamide 40% 4 0u 16% 0,3mL 0,8mL 0,175mL
Gel Buffer * 3X 1X 1mL 0,67mL 0,67mL
Glycérol 70% 8% 0,57mL
H20 gsp 2 ou 3mL 1,7mL 1,155mL
DDM 10% 0,02% 6uL 4uL 4uL
NaCl 5M 100mM 60uL 40uL 40uL
APS 10% 6,5uL 6,5uL 20uL
Temed 1uL 1uL 2uL
Volume Final 3mL 2mL 2mL

* Gel Buffer : Imidazole pH7,5 75 mM, 6mM acide 6-aminohexanoique

Fig. 62: Composition des solutions nécessaires pour réaliser le gel gradient
4-16% (w/v) de BN-PAGE

3.2.2. Préparation des échantillons

Nous avons fait le choix de partir des protéines déja purifiées selon la description
faite dans le paragraphe 2.2.

Chaque échantillon est préparé dans 30 yL du tampon suivant : Imidazole pH 7,5
20 mM, Glycérol 10% (w/v), DDM 0,02% (w/v). Nous utilisons une quantité de
protéine égale a 100 pmoles pour chaque protéine appartenant aux pompes
d’efflux. Les protéines sont étudiées soit seules, afin de déterminer leur état
oligomérique, soit en complexes pour déterminer leur stoechiométrie. Dans ce

cas, les partenaires sont incubés ensemble a différents ratios.
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En paralléle nous utilisons des protéines témoins qui servent d’échelle de masse
moléculaire. Parmi ces protéines, deux protéines membranaires : le cytochrome
bc1 et la calcium ATPase du réticulum sarcoplasmique sont produites au
laboratoire selon les protocoles décrits par (Ludi and Hasselbach 1985; Berry,
Huang et al. 1991). Grb2, une protéine soluble de 25kDa est également produite
au laboratoire selon le protocole de (Guilloteau, Fromage et al. 1996). L’Albumine
et I'’Apoferritine sont issus d’'un kit de calibration de gel filtration (Gel Filtration
Markers Kit for Protein Molecular Weights 29,000-700,000 Da, Sigma). 15 ug de

ces protéines témoins sont préparés dans le tampon décrit ci-dessus.

Aprés une incubation de ces échantillons pendant 45 minutes a température
ambiante, du bleu de Coomassie G250 (Serva) est ajouté a une concentration
finale de 0,02% (w/v) pendant 15 minutes. Les échantillons sont ensuite préts a

étre déposés sur le gel gradient.

3.2.3. Migration

Dans la technique de BN-PAGE, I'anode et la cathode ne baignent pas dans les
mémes tampons. Ainsi, le tampon anode est de I'lmidazole pH 7 25 mM alors que
deux tampons sont utilisés a la cathode :
- Un tampon cathode « B » : Tricine 50 mM, Imidazole pH 7 7,5 mM, bleu de
Coomassie G250 0,02% (w/v).
- Un tampon cathode « B/10 » : Tricine 50 mM, Imidazole pH 7 7,5 mM, bleu
de Coomassie G250 0,002% (w/v) i.e. 10 fois moins concentré en bleu
G250 que le tampon B.
La migration électrophorétique se déroule a une valeur maximale de 100 V et
10 mA par gel. Elle démarre dans le tampon B puis lorsque le front de migration a
atteint 1/3 de la distance, le tampon B est échangé contre le tampon B/10 afin de
diminuer le bruit de fond du bleu fixé sur le gel.
A la fin de la migration, les bandes des protéines sont quasiment toutes visibles.
Néanmoins, elles sont colorées davantage en baignant le gel dans du bleu G250
en présence d’acide acétique 10% (v/v). La décoloration est ensuite effectuée
dans de I'eau additionnée d’acide acétique 10% (v/v).
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3.2.4. Deuxiéme dimension : SDS-PAGE

Lorsque l'on souhaite analyser en détails la formation de complexes bi- ou
tripartites observés sur le gel bleu natif entre les composants de la pompe
MexAB-OprM, on peut re-dissocier ces complexes pour vérifier la présence de
chacun des constituants et les quantifier de maniére relative sur un gel
SDS-PAGE.

Pour cela, les bandes correspondant aux complexes sont découpées du gel bleu
natif avec un scapel puis incubées pendant 3h a température ambiante dans une
solution 1X de Laemmli. Ces échantillons (bande + liquide) sont déposés sur un
gel SDS-PAGE avec en parallele une gamme de concentration de chaque
protéine. La migration est effectuée a 60 V le temps que les protéines péneétrent

dans le gel puis a 120 V afin de bien séparer les protéines.

3.3. Localisation cellulaire des mutants d’'OprM chez Pseudomonas aeruginosa

Aprés avoir déterminé le niveau de résistance aux antibiotiques des différents
mutants d’OprM, nous avons souhaité vérifier leur localisation cellulaire lorsqu’ils

sont exprimés chez Pseudomonas aeruginosa dans la souche PAO1AOprM.

3.3.1. Extraction des protéines de la membrane externe

Les culots cellulaires décrits dans le paragraphe 2.6 sont décongelés puis lysés
a haute pression par trois passages a 10 000 psi (69 MPa) sur une presse de
French. Le lysat est ensuite centrifugé a 8000 g pendant 20 minutes a 4°C. Le
surnageant de lyse récupéré est alors ultracentrifugé a 100 000 g pendant 1h a
4°C. Le culot obtenu, correspondant aux membranes totales est re-suspendu
dans 500 pL de MOPS pH8 15 mM, NaCl 100 mM. Cette étape
d’ultracentrifugation est réalisée une deuxiéme fois dans les mémes conditions
pour bien laver les membranes, et les culots sont repris dans 100 pL du tampon
décrit ci dessus.

Les échantillons sont ensuite dilués dans ce méme tampon de facon a obtenir

une concentration en protéines totales de 2 ug/pL. Du N-Lauryl Sarcosine
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(Sigma) est alors ajouté a une concentration finale de 2% (v/v) et les échantillons
sont incubés pendant 20 minutes a température ambiante. Une
ultracentrifugation a 40 000 g pendant 30 minutes a 10°C permet enfin d’obtenir
un culot correspondant aux membranes externes. Ce culot est repris dans une
solution de MOPS pH 8 15 mM, NaCl 100 mM dont le volume est calculé de
facon a obtenir une concentration protéique de 20 ug/uL. Les surnageants
représentants les protéines de la membrane interne sont conservés tels quels,

pour contrdle, a -20°C.

3.3.2. Dosage BCA

Afin de déterminer la concentration protéique dans les préparations
membranaires décrites ci dessus, un dosage par la méthode BCA a été effectué
(Pierce® BCA Protein Kit). Une gamme étalon de BSA a été réalisée a des
concentrations de 5, 50, 100, 150, 200 et 250 ug/mL a partir d’une solution
commerciale (Albumin Standard Ampules 2 mg/mL, Sigma). Pour chaque
échantillon deux mesures ont été prises correspondant a des dilutions au
1/100°™ et 1/200°™ dans le cas des membranes totales ou a des dilutions au
1/50°™ et 1/100°™ dans le cas des membranes internes et externes séparées.
Pour cela, 50 yL d’échantillon dilué sont mélangés a 1 mL du réactif BCA puis
incubés pendant 30 minutes a 37°C. Une lecture de la DO est ensuite effectuée
a 562 nm et la concentration protéique dans les échantillons membranaires
déterminée en reportant la valeur de la DO obtenue, sur la droite DO=f(conc.)

tracée a partir de la gamme étalon BSA.

3.3.3. Western Blot

Les échantillons membranaires décrits ci dessus, sont déposés sur un gel
SDS-PAGE. A la fin de la migration, le gel est lavé dans une solution de Glycine
39 mM, Tris 48 mM, SDS 0,0375% (w/v), 20% éthanol. Le transfert est effectué
sur une membrane PVDF (Polyvinylidéne fluoride) Immun-Blot® (Biorad) grace a
un systeme semi-sec Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell

(Biorad). Pour cela, le gel est déposé sur la membrane préalablement humidifiée
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dans le tampon Glycine et le tout est pris en sandwich entre deux papiers filtres
(Blot Absorbent Filter Paper, Biorad). Le transfert dure 30 a 45 minutes sous un

voltage limitant de 25 V.

A la fin du transfert la membrane PVDF est rincée dans du TBS (Tris pH 7,5
20 mM, NaCl 140 mM) puis incubée pendant une nuit avec du TBS additionné de
lait & 3% (w/v). La membrane est lavée brievement avec une solution « TBS-T »,
solution de TBS contenant 0,1% de Tween puis incubée pendant 1 heure avec
un anticorps anti-His-HRP (Anti-6X His tag® antibody (HRP), Abcam). Apres
plusieurs lavages avec la solution TBS-T, la révélation est effectuée par
chimioluminescence avec le kit Super Signal® West Pico Substrate (Thermo

Scientific) .
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4. Modélisation

4 .1.Modélisation des mutants cliniques de MexZ

Un modéle de la structure du régulateur MexZ a été obtenu grace au serveur
CPHmodels (http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/) a partir la structure de
TtgR (2UXI) disponible dans la PDB (Protein Data Bank)
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Le modéle a été complété dans le
programme COOT (Emsley and Cowtan 2004) par ajout d’'une séquence ADN
mimant la séquence reconnue par MexZ a partir d’'une structure de TetR (1QPI). Les
représentations permettant de localiser les acides aminés mutés ont été faites avec
le logiciel MacPyMol (DelLano Scientific LLC).

4.2 .Modélisation des mutants cliniques d’OprD

La structure cristallographique d’OprD ayant été résolue par Biswas et al., en 2007
(Biswas, Mohammad et al. 2007) (code pdb 20DJ) puis améliorée en 2012 par Eren,
Vijayaraghavan et al. (2012) (code pdb 3SY7), nous avons utilisé directement cette
structure pour modéliser les acide aminés mutés retrouvés dans les souches
cliniques. Les représentations permettant de localiser les acides aminés mutés ont

été faites avec le logiciel MacPyMol (DelLano Scientific LLC).
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1. Etude de P’interaction OprM-MexA par BN-PAGE
[Article : cf. pages 149-154]

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, I'étude du fonctionnement des systémes
d’efflux d’antibiotiques est a I'heure actuelle axée sur la compréhension des
mécanismes régissant 'assemblage du complexe tripartite. Les études menées sont
basées principalement sur des techniques de cross-link in vivo et de mutagenése
afin de déterminer les acides aminés impliqués dans les interactions OMF-MFP,
RND-MFP ou OMF-RND. L’'ensemble des études s’accorde sur le role central de la
protéine MFP dans la stabilisation des complexes ; toutefois, I'état oligomérique de
cette protéine reste controversé. De plus, dans le cadre de 'étude du systeme
d’efflux d’E. coli AcrAB-TolC, des mesures biophysiques par ITC ou SPR ont révélé
que l'interaction bipartite la plus stable est 'interaction OMF-MFP (Touze, Eswaran et
al. 2004; Tikhonova, Dastidar et al. 2009). Pour I’heure aucune donnée concernant la
stoechiométrie de MexA liée a OprM n’est disponible. C’est pourquoi nous avons
décidé d’étudier I'état oligomérique de MexA seule ou en interaction avec OprM par
la technique du BN-PAGE.

1.1. Principe du BN-PAGE

Cette technique a été initialement décrite par Schagger and von Jagow (1991) pour
séparer les protéines du complexe membranaire mitochondrial OXPHOS, de masse
comprise entre 10kDa et 1MDa. Elle a été ensuite largement utilisée au cours de
I'ére de la protéomique fonctionnelle pour isoler d’autres complexes membranaires et
détecter de nouvelles interactions protéines/protéines (Lasserre, Beyne et al. 2006;
Katz, Waridel et al. 2007). Au fil des ans, plusieurs protocoles ont été développés, ils
présentent quelques variantes mais reposent toujours sur les mémes principes :
(1) l'utilisation d’un gel natif en gradient, non dénaturant pour préserver les
complexes intacts : c’est le principe du CN-PAGE ou les protéines migrent en
fonction de leur masse et de leur pl; (2) I'ajout du bleu de Coomassie G250, aprées
solubilisation des protéines membranaires par un détergent non ionique et non
dénaturant. Ce colorant amphiphile chargé négativement, se fixe en de multiples

points sur les résidus hydrophobes et basiques. Cela induit un « shift » de charge sur
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les protéines, qui vont alors migrer vers I'anode uniquement en fonction de leur

masse.

Dans le BN-PAGE, le tampon cathode contient également du bleu de Coomassie
afin de s’assurer de la liaison constante du colorant aux protéines et donc permettre
leur migration tout au long de [I'électrophorése. Le détergent utilisé pour la
solubilisation s’échange contre le Coomassie G250 et les protéines membranaires
ainsi liées se comportent comme des protéines solubles en solution. De plus, le fait
d’avoir des protéines possédant a leur surface plusieurs charges négatives qui se
répulsent, réduit considérablement le risque d’agrégation. D’autre part cette méthode
présente I'avantage de ne nécessiter que de tres faibles quantités de protéines,
contrairement a d’autres techniques telles que l'ultracentrifugation analytique que I'on

aurait pu utiliser également pour appréhender I'état oligomérique de nos protéines.

1.2. Choix des protéines de calibration

Puisque les protéines migrent uniquement en fonction de leur masse, grace a
I'utilisation de protéines de référence servant de marqueurs, on peut donc assez
facilement estimer les masses moléculaires des complexes et analyser leurs états
oligomériques (Schagger, Cramer et al. 1994). Le choix des protéines de calibration
n'est pourtant pas anodin. Dans cet article de 1994, les auteurs indiquent que
certaines protéines solubles disponibles dans le commerce s’intégrent correctement
dans la courbe de calibration classique utilisant les protéines membranaires
mitochondriales de coeur de bcoeuf. C’est le cas notamment de la Ferritine, de la
Catalase et de 'Albumine. Toutefois, il faut rester trés prudent lors de I'utilisation des
protéines solubles car leur migration peut varier considérablement par rapport aux

protéines membranaires de méme masse.

Dans le cadre de notre étude nous avons choisi de réaliser une courbe de calibration
a partir d'un mélange de protéines membranaires et de protéines solubles en prenant
soin que chaque classe de protéines couvre la gamme de masse considérée dans
notre expérience. Nous avons pour cela utilisé deux protéines membranaires que
nous avions a disposition au laboratoire : le cytochrome bc1 (500 kDa et 1000 kDa
sous ses formes monomériques et dimériques) et la Ca?*-ATPase du réticulum
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sarcoplasmique (112 kDa). Nous avons ajouté deux protéines solubles validées par
les auteurs précédents: I'Apoferritine (443 kDa, 886 kDa et 1329 kDa sous ses
formes monomériques, dimériques et trimériques respectivement) et I'Albumine
(132 kDa pour le dimére et 198 kDa pour le trimére). Nous avons ainsi vérifié que
dans nos conditions expérimentales, protéines membranaires et protéines solubles
se comportaient de maniére similaire et qu’elles pouvaient parfaitement s’intégrer au
sein d’'une méme courbe de calibration reliant le pourcentage de migration au

logarithme de la masse moléculaire (Fig. 63).
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Fig. 63: Courbe de calibration montrant la migration de protéines strandards

(Issu de Ferrandez, Monlezun et al. 2012)
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1.3.Importance du détergent

Bien que cette technique permette d'isoler en une étape des complexes
membranaires, nous avons choisi de travailler a partir des protéines recombinantes
exprimées dans E. coli, solubilisées en dodécylmaltoside (DDM) puis purifiées par
des méthodes chromatographiques. Afin d’éviter toute variation ou biais dans les
interprétations, il est important que toutes les protéines soient purifiées dans le
méme détergent. Nous avons opté pour le DDM qui fait partie des trois détergents
recommandés pour les expériences de BN-PAGE (avec le Triton X-100 et la
Digitonine). En effet, comme tous les détergents non ioniques il permet de dissocier
préférentiellement les interactions lipides-lipides et lipides-protéines contrairement
aux détergents ioniques qui rompent les liaisons protéines-protéines ou intra-
protéines (Reisinger and Eichacker 2008). Des protéines solubilisées par des
détergents ioniques tels que le SDS ne seraient donc plus dans leur état natif et le
BN-PAGE ne présenterait plus aucune utilité pour étudier ces protéines.

Pour former les complexes entre OprM et MexA nous avons donc incubé ensemble
les protéines purifiées a des ratios de 1:1, 1:2 et 1:3 (moles/moles) avant de les
analyser en BN-PAGE. Nos premiers essais se sont révélés infructueux car nos
protéines migraient sous forme de bandes diffuses (« smear »). Nous avons donc
optimisé le protocole en ajoutant du DDM dans le gel afin de minimiser toute
agrégation non spécifique. Le choix de ce détergent n'est pas aléatoire. En effet,
initialement nous avons voulu réaliser cette étude avec de [loctyl-B-
D-glucopyranoside (R-OG) car la protéine OprM ne cristallise qu’en présence de ce
détergent. Malheureusement, il s’est vite avéré que le B-OG n’était pas adapté pour
cette technique car les protéines agrégeaient fortement en sa présence et ne
pouvaient pas du tout entrer dans le gel, bien qu’il s’agisse d’'un détergent non
ionique. Nous expliquons ce phénoméne par un mauvais échange de ce détergent
par le bleu de Coomassie G250 contrairement a ce qui a été démontré pour le DDM
(Heuberger, Veenhoff et al. 2002).
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1.4.Identification des complexes et analyse de la stoechiométrie

Afin d’identifier les complexes formés nous avons fait migrer en paralléle les
protéines de maniére individuelle (Fig. 64 pistes 3 et 4). Nous avons ainsi pu
déterminer leur masse de 152,2 kDa pour OprM, majoritairement trimérique, et
79,1kDa pour MexA, qui existe donc a I'état dimérique. Il est a noter que la partie
basse du gel ne répond plus a la linéarité de la courbe de calibration et nous avons
donc établi la masse de MexA sur un gel 8-16% plus adapté pour les protéines de
25 a 150 kDa.

Les pistes 6 a 8 correspondent aux différents ratios OprM-MexA testés. Elles
permettent de mettre en évidence I'apparition de nouvelles bandes (notées a a €) par
rapport a celles des protéines seules. Leur distance de migration reportée sur la
courbe de calibration nous permet de déterminer des masses de complexes de
240,8 kDa et 317,1 kDa que l'on peut attribuer a des complexes 6:3 et 8:3
respectivement entre MexA et OprM. En revanche lorsqu’on utilise une version
tronquée non palmitylée de MexA, on perd toute interaction avec OprM, montrant

'importance de cette région N-terminale dans la stabilisation de la MFP.

146



Partie III — Résultats & Discussion
Chapitre I — Etude de I’interaction OprM-MexA par BN-PAGE

i , :F - -_— B —

Feritin  ATPase

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Ilanes

Fig. 64: Analyse des complexes OprM-MexA par BN PAGE

(Issu de Ferrandez, Monlezun et al. 2012)

Toutefois afin de s’assurer que les bandes de hauts poids moléculaires
correspondent bien a des oligoméres de complexes bipartites nous avons réalisé un
gel SDS-PAGE dans une deuxiéme dimension pour dissocier les protéines. Grace a
une gamme étalon de chaque protéine, déposée sur ce méme gel, nous avons
confirmé par densitométrie qu’un trimére d’'OprM pouvait fixer deux (bandes a, b, c)
ou quatre (bandes d et ) molécules de MexA.

Les bandes supérieures correspondent a 6 ou 8 molécules de MexA par trimere
d’OprM mais elles étaient de trop faible intensité pour étre analysées en gel
SDS-PAGE. Nous pouvons néanmoins en déduire que la fixation de la MFP sur la
protéine OMF se fait sous forme de multiples de 2 uniquement. Il est vraisemblable
que l'association des trois composants des systémes d’efflux soit dynamique et que
des complexes oligomériques supérieurs puissent se former et se dissocier.

Malheureusement le BN-PAGE ne nous permet pas de répondre a cette question car
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ce n‘est pas une méthode a I'équilibre, les concentrations variant au cours de la
migration.

Cependant, nous avons pu montrer I'intérét de cette technique, relativement simple,
facile a mettre en ceuvre et ne nécessitant que peu d’échantillon pour analyser la
stcechiométrie des constituants de systémes d’efflux membranaires. Nous prévoyons
a présent d’analyser le complexe tripartite dés lors que nous arriverons a stabiliser
MexB sous sa forme trimérique en BN-PAGE. Enfin, cette technique sera un outil de
choix pour tester rapidement la capacité de mutants d’'un des trois composants a

interagir avec ses partenaires.
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Research Article

Stoichiometry of the MexA-OprM binding,
as investigated by blue native gel
electrophoresis

Multidrug resistance has become a serious concern in the treatment of bacterial infec-
tions. A prominent role is ascribed to the active efflux of xenobiotics out of the bacteria
by a tripartite protein machinery. The mechanism of drug extrusion is rather well un-
derstood, thanks to the X-ray structures obtained for the Escherichia coli TolC/AcrA/AcrB
model system and the related Pseudomonas aeruginosa OprM /MexA/MexB. However, many
questions remain unresolved, in particular the stoichiometry of the eflux pump assembly.
On the basis of blue native polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE) (Wittig et al.,
Nat. Protoc. 2006, 1, 418-428), we analyzed the binding stoichiometry of both palmitylated
and non-palmitylated MexA with the cognate partner OprM trimer at different ratios and
detergent conditions. We found that B-octyl glucopyranoside (B-OG) detergent was not
suitable for this technique. Then we proved that MexA has to be palmitylated in order to
stabilized the complex formation with OprM. Finally, we provided evidence for a two by
two (2, 4, 6, or upper) binding of palmitylated MexA per trimer of OprM.
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1 Introduction

Gram-negative bacteria have developed an armory of strate-
gies to shield themselves against antibiotics. At the frontline,
there is the active efflux through the double membrane bi-
layer. The present study deals with the constitutive efflux
pump from Pseudomonas aeruginosa. In this bacterium the ef-
flux complex consists of the following: (i) MexB (3 x 113 kDa)
embedded in the inner membrane and responsible for the
active transport (energized by the proton motive force),
(i) OprM (3 x 51 kDa), an exit channel composed of a
B-barrel inserted in the outer membrane and of a bundle of a-
helices along the periplasmic space, and (iii) MexA (38 kDa),
a periplasmic anchored lipoprotein of the MFP family (mem-
brane fusion protein), whose putative role is to stabilize the
whole complex although the exact function remains to be
properly addressed. Both in Escherichia coli [1,2] and P. aerug-
inosa [3-5], significant progress has been made on the charac-
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terization of the regions involved in the assembly of the MFP
with its two other partners, but the exact stoichiometry of
this interaction is still debatable. Such information appears
crucial for the understanding of the assembly mechanism,
in particular the MFP interaction with the outer membrane
channel. Indeed, this interaction is the most stable within the
whole system [6, 7] and moreover, the MFP oligomerization
is a precondition to the proper assembly of the pump [8].

To our knowledge, no experimental evidence has been
obtained to address the stoichiometry of MexA bound to
OprM. Based on crystal structures of MexA, two models have
been proposed, consisting of six or 12 MexA molecules for
one model [9], and nine MexA molecules for the other model
[10]. In addition, Fernandez-Recio and collaborators have sug-
gested a model of efflux for which three AcrA molecules
would attach to OprM [11], whereas Narita and collaborators
have estimated a 2:1:1 stoichiometry (MexA/MexB/OprM)
in a single-cell analysis [12]. More recently, a 1:1:1 tripartite
model from a distance constraint simulation based on cross-
linking experiments was proposed by Symmons et al. [13],
but to date there is still no consensus on the oligomeric state
of the MFP protein in this assembly.

*Current address: ANSES/ENVA Unité BIPAR 23, avenue du Général de
Gaulle 94706, MAISONS-ALFORT Cedex, France.
**These authors contributed equally to this work.
***Current address: Institute of Structural and Molecular Biology, Uni-
versity College London and Birkbeck College, Malet Street, London,
UK.
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The purpose of the present study is to bring evidence of
MexA stoichiometry in complex with OprM and to character-
ize the importance of MexA palmitylation in this process us-
ing blue native polyacrylamide gel electrophoresis [BN-PAGE;
14-16], a methodology which proved reliable for the determi-
nation of the oligomeric state of membrane proteins [17].

2 Materials and methods
2.1 Reagents

Coomassie Blue G250 was from SERVA, 6-aminohexanoic
acid and tricine were from Sigma. Imidazole was from Merck.
Acrylamide and bisacrylamide were purchased from Bio-
rad. B-Octyl glucopyranoside (B-OG) and dodecyl maltoside
(DDM) were from Anatrace. Albumin and Apo-Ferritin were
purchased from Sigma (HMW calibration kit). Gels were dig-
italized and intensity of the bands was quantified with the
LAS-4000 mini (FujiFilm).

2.2 Sample preparation

OprM, MexAp, Calcium ATPase, and Cytochrome bcl mem-
brane proteins as well as Grb2 soluble protein were produced,
solubilized, and purified as described previously [18-21], and
[22] respectively.

A truncated form of MexA “cysteine-less”, named Mex-
Anp, with the first 24 amino acids deleted, was gener-
ated in order to obtain a non-palmitylated and soluble
version of this protein. For that purpose we amplified
MexAnp gene from P. aeruginosa (PAO1 strain) genomic
DNA with the following primers: “A-5"-Ndel-SC”: ggaattc-
catatgggaaaaagcgaggegecgeeg, and “A-3’-Xbal-HC”: tgctcta-
gatcagigatggtgatggtgatggeecttgetgteggtittcge. The polymerase
chain reaction (PCR) fragment generated (with a poly-
histidine tag at the C-terminus, italicized) was digested with
Ndel and Xbal (sites underlined) and then cloned in the
expression vector pPBAD33-GFP (Benabdelhak et al., unpub-
lished data, [23]). The overproduction and purification of Mex-
Anp were performed as for MexAp [19].

Proteins were incubated at different concentrations
within imidazole 7.5 mM pH 7.5, glycerol 10% (v/v), and
DDM 0.02% (v/v) (or 0.1% B-OG), together with Coomassie
Blue (0.02%). Classically, 100 pM of our membrane proteins
and 10 pg of calibration proteins (ApoFerritin, calcium AT-
Pase, cytochrome bcl, and albumin) are loaded in each well.

2.3 Gel preparation and electrophoresis conditions

Native gels were prepared as described in [14]. They consisted
of a gradient separating gel (with acrylamide:bisacrylamide
ratio ranging from 4% to 16% w/v or 8% to 16% w/v), grad-
ually casted with a peristaltic pump, and a stacking gel (acry-
lamide:bisacrylamide ratio of 3.5% w/v). 6-Aminohexanoic

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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acid 0.25 M and 0.02% DDM (or 1% B-OG) were also added
into the gel.

“Deep blue” cathode buffer B consisted of 50 mM tricine,
pH 7.5, 7.5 mM imidazole, 0.02% Coomassie Blue G250.
“Light blue” cathode buffer B/10 was made similar to cathode
buffer B but with a ten times lower dye concentration (0.002%
Coomassie Blue G250). Electrophoresis was performed at
constant voltage of 120 V (15 mA limiting). Cathode buffer
B was removed after one-third of the whole electrophoresis
run (about 30 min) and then exchanged with the buffer “light
blue” so that the excess of dye could be removed from the gel
thereby minimizing the blue background staining of the gel.

When indicated, proteins complex bands were extracted
from the BN-PAGE by cutting them thoroughly with a scalpel,
incubated for 3 h with a 1X Laemmli buffer solution at room
temperature and then subsequently heated for 5 min at 100°C.
Eluted protein was then loaded on a Laemmli SDS-PAGE
[24] together with OprM and MexA proteins at five different
concentrations for further densitometry calibration. When
too many complex bands had to be analyzed, several gels
were run for each OprM/MexA concentration range (as it is
of main importance for the calibration) and the samples were
loaded, stained, and destained at the same time.

3 Results

3.1 Identification of the various oligomeric
complexes, by means of blue native gel
electrophoresis

We have formed [MexAp],:[OprM], complexes by incubating
MexAp and OprM at various molar ratios, namely 1:1, 2:1, and
3:1. The different possible complexes were then separated as
a function of their molecular mass by electrophoresis under
non-denaturing conditions. This experiment was performed
several times to verify the reproducibility of the method. One
example of such analysis is presented in Fig. 1A. We have
used the BN-PAGE methodology for which migration is per-
formed in the absence of SDS (ergo complexes are not dis-
rupted). In theory, the mere presence of Coomassie Blue
dye is sufficient to stabilize the protein throughout the elec-
trophoresis, including membrane proteins. However, in the
absence of detergent in the gel, migrations appeared smeary
and, consequently, impossible to evaluate. We have resorted
to the addition of detergent into the gels in order to minimize
nonspecific aggregation. It has proven extremely helpful to
add DDM, a mild non-denaturing detergent, into the gel so
that formation of nonspecific complexes is prevented (data
not shown). By contrast, when B-OG was added instead of
DDM, proteins aggregated readily and could not even enter
the gel. Somehow, it seems that B-OG is an efficient protein
solubilizer and stabilizer in solution but a poor cargo as far as
electrophoresis is concerned. When subjected to BN-PAGE,
the protein is supposed to exchange its detergent swimwear
for the Coomassie Blue dye. This exchange has been shown
to be very rapid in the case of DDM-solubilized proteins [17].
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Figure 1. Identification of the various [MexAp],:[OprM], oligomeric complexes. (A) Blue native gel electrophoresis separation of the
various complexes between MexAp and OprM. (B) Standard curve showing the migration of known proteins standards.
Soluble proteins: Albumin (Mw = 132 kDa (dimer), 198 kDa (trimer)), ApoFerritin (Mw = 443 kDa (monomer), 886 kDa (dimer), 1329 kDa

(trimer)).

Membrane proteins: Calcium ATPase (Mw = 112 kDa), cytochrome bc1 (Mw = 500 kDa (monomer), 1000 kDa (dimer)).

The different complexes from (A) are transcribed on the curve.

It could very well be that 3-OG is much less prone to such
an exchange. This latter assumption shall be investigated fur-
ther.

Most importantly, we have checked that, in our condi-
tions, BN-PAGE renders possible the protein separation over
amolecular weight range consistent with the theoretical mass
of our complexes. To that end, proteins of known molecular
masses were also loaded on the gel: the standard high molec-
ular weight soluble proteins ApoFerritin (Fig. 1A, lane 1) and
albumin (lane 10), as well as calcium ATPase membrane pro-
tein (lane 2) and cytochrome bcl membrane protein (lane 9).
All of them exist in several already characterized oligomeric
forms facilitating the calibration. Indeed protein migration
was observed as a linear function of the logarithmic molecu-
lar weight (Fig. 1B). It is to be noticed that proteins migrating
beyond calcium ATPase monomer were not taken into ac-
count, as the bottom part of the gel does not exhibit a linear
relationship.

The control with OprM alone shows a trimer of 152.2 kDa
(theoretical value is 3 x 50.87 = 152.6 kDa) with a small con-
tribution from a trimer of trimer (i.e., 9 OprM monomers)
(Fig. 1A, lane 4). Concerning MexAp, as it migrates in the
nonlinear part of the gel, its characterization was performed
on a different BN-PAGE with an acrylamide/bisacrylamide
ratio ranging from 8 to 16% w/v (data not shown). Proteins
of apparent molecular size ranging from 25 to 150 kDa were
used as calibrants for that purpose, namely Grb2 (25 kDa), al-
bumin (66 kDa [monomer] and 132 kDa [dimer]), and calcium
ATPase (112 kDa). This gel resulted in the characterization
of MexAp as a dimer of 79.1 kDa (to be compared to the
theoretical value 2 x 38.59 = 77.18 kDa).

As concerning the preformed [MexAp],:[OprM], com-
plexes (see lane 5 ratio 1:1, lane 6 ratio 2:1, and lane 7 ratio
3:1), several bands were observed in addition to those cor-
responding to the migration of unbound MexAp (lane 3) or
OprM (lane 4). Among them, five have been boxed for clarity

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

and named from a to e in Fig. 1A. Additional bands could be
seen above the band e on lanes 7 and 8 (see arrows in Fig. 1A)
but they were not intense enough to be analyzed with accuracy
by the second method described bellow. Nevertheless, among
the different BN-PAGEs performed, these bands were always
present and could be assigned to 6:3 and 8:3 MexAp:OprM
oligomeric ratio by the migration fraction analysis. In lane
8, corresponding to an incubated MexAp:OprM ratio of 6:1,
the migration was clearly slowed down, especially for uncom-
plexed MexAp, and was not interpretable. This is due to the
high concentration of protein in the lane, which constitutes
a limit to the method.

3.2 Analysis of the stoichiometry of the complexes

Determination of the stoichiometry of the [MexAp],:[OprM],
complexes is deduced from the latter BN-PAGE by estimating
the number of MexAp molecule per OprM trimer that are
required to match the observed molecular weight. Migration
of complexes a, b, ¢ (240.8 + 4.75 kDa calculated from the
different incubated ratio from three different gels), d, and
e (317.1 + 8.83 kDa) could correspond to complexes that
are formed from 1 OprM trimer + 2 MexAp (240.8 kDa to
be compared to the theoretical value 152.6 + 2 x 38.6 =
229.8 kDa) and 1 OprM trimer + 4 MexAp (317.1 kDa to
be compared to the theoretical value 152.6 + 4 x 38.6 =
307 kDa), respectively (Fig. 2D).

However, it is important to ascertain that observed com-
plexes involved [MexAp],:[OprM], oligomers. As shown in
Fig. 2C, we confirmed this when the native complexes sep-
arated by BN-PAGE (bands a—e) were extracted from the gel
and then subjected to gel electrophoresis under denaturing
conditions (the upper bands of complex [see arrows on lines
7 and 8, Fig. 1A] were not intense enough to be analyzed
by this method). Thus, a stoichiometry of 2/4/6/8 and even
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MexAp and OprM on an SDS-PAGE and then plotting the
corresponding density of each band as a function of the ac-
tual amount loaded on the gel (see Fig. 2A and B). It was
then possible to estimate the amount of MexAp and OprM
in the various complexes (loaded on the same gel) and to
calculate their molarity. Since it is well known that OprM
acts functionally as a trimer, the stoichiometry of interac-
tion can be estimated. We found that MexAp binds to OprM
in a number of discrete values and only in a dimeric form
(Fig. 2D).

3.3 Comparison between palmitylated and
non-palmitylated MexA

In addition to the stoichiometric analysis of preformed com-
plexes, the BN-PAGE method can be easily employed to com-
pare the behavior of modified proteins with the wild type.
MexA protein is anchored to the membrane via the palmity-
lation of its N-terminus cysteine, the role of which is unclear.
In order to investigate its implication in the formation of
MexA/OprM complexes, non-palmitylated MexA (MexAnp)
was incubated with several different amounts of OprM in the
same conditions as for the MexAp. As shown in Fig. 3, no
additional bands are visible in the lanes of the different in-
cubation that could be assigned to complex formation. Thus,
we concluded that the palmitate plays an important role in
the formation of MexA/OprM complex.

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

OprM

MexAnp

Figure 3. Analysis of various [MexAnp],:[OprM], incubated ratio
for the non-palmitylated (np) form of MexA.

4 Discussion

BN-PAGE is an efficient method for characterizing biologi-
cal systems under their native states. Versatility and relative
simplicity make this technique very widely used. However,
the following simple precautions need to be considered:

(i) Solubilization of membrane proteins is influenced by
detergent-lipid, detergent—protein, lipid-protein, and
protein—protein interactions, but the reverse may also
be true. Poorly adapted solubilization conditions can re-
sult in nonbiological assemblies. Lately, Reisinger and
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Eichacker [25] stressed that extreme care must be taken
regarding the solubilization conditions for the extrac-
tion of the protein out of its membrane bilayer. This
recommendation is especially relevant in the case of sol-
ubilized protein that shall be investigated by BN-PAGE.
In practice, a good balance of protein and detergent ra-
tio must be found in order to strip out all the lipids that
would prone an aberrant migration, without denatur-
izing the protein. In our case, we used the same sol-
ubilization conditions as two previous studies aiming
at monitoring the dynamics of protein—protein inter-
actions, OprM, and MexA among others (see [26] and
[4]). Along the same line, the same solubilizing condi-
tions were chosen for purifying and crystallizing OprM
[18].

(ii) Detergents are unavoidable for membrane protein sol-
ubilization but can dramatically affect protein architec-
ture, protein function, but also protein—protein inter-
actions. This is especially true in the case of mem-
brane proteins where oligomerization involves trans-
membrane regions [27], but this caveat does not hold
in our case because MexA/OprM binding occurs in the
periplasmic area and only involves the soluble parts of
the proteins.

(iii) Detergent or dye bound to the transmembrane part of
the protein have specific effects on mass and stabil-
ity of the protein. From this point of view, analytical
ultra-centrifugation (AUC) may also appear adequate,
although much less versatile and rapid than BN-PAGE.
It has been shown previously that the oligomeric state
of membrane transporter is well reflected by blue na-
tive electrophoresis [17]. The problem with the AUC
methodology is the important requirement in terms of
amount and purity of the proteins. By contrast, BN-
PAGE is of great advantage since it is a reliable and a
simple method to assay quaternary structure of protein
in their detergent-solubilized state. Furthermore, it has
been shown that once extracted out of the BN-PAGE
gel, membrane proteins remain active (see also [14]).

Our analysis of MexA:OprM complex by BN-PAGE shows
that two, four, six, eight, or even more MexAp molecules
may bind one OprM trimer. Such an even stoichiometry con-
trasts with the intrinsic odd symmetry of the efflux system.
Nevertheless, this result is consistent with a previous work
showing MexA preexisting as a dimer [3]. In addition, crystal
structure of MexA showed interaction between two molecules
suggesting the presence of a constitutive dimer, and crystal
structure of AcrA [28] showed a dimer per asymmetric unit.
Size-exclusion experiments also tend to show that MexA is
dimeric in solution (not shown). Furthermore, we have pre-
viously shown by fluorescence recovery after photobleaching
(FRAPP) that the MexAp/OprM assembly involves two or six
MexAp molecules depending on the pH [4]. The latter is con-
sistent with the structure of the MacA/TolC complex, part of
the macrolide-specific efflux pump MacAB-TolC, recently de-
termined by electron microscopy [29] for which a funnel like

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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assembly of six MacA is proposed to make a bridge between
the dimeric inner membrane protein MacB and the trimeric
TolC. The same value was obtained for CusB in the X-ray
structure complex with the inner membrane protein CusA,
part of the CusBA-CusC heavy-metal efflux pump of E. coli
[30]. One cannot exclude that the association between the
three components of this family of efflux pump is dynamic,
involving a two by two complex formation of the periplasmic
protein onto the outer membrane one. Whether association
is dynamic or not is unfortunately beyond BN-PAGE anal-
ysis because electrophoresis is not an equilibrium method:
concentration changes during the migration. Whether or not
higher oligomeric species are observed depends on the kinet-
ics of association and dissociation of the complex. Thereby,
one must not exclude that higher oligomeric species could
exist. It was previously postulated that MexA could form a
ring encompassing 12 monomers, an assembly that was hy-
pothesized to clamp MexB-OprM assembly [10].

Finally, our analysis of MexAnp/OprM complex by BN-
PAGE shows no interaction between the two proteins. Little
information exists in the literature on the role of this palmi-
tate. Complementation studies performed in MexA~ P. aerug-
inosa strains indicated that neither MexA lipid modification
nor MexA membrane anchoring are essential for its function
[31]. More recently, the role of this lipidation was investigated
for AcrA binding to AcrB by surface plasmon resonance,
showing that it stabilizes the MP domain of AcrA and in-
creases its affinity for AcrB [32]. Inhere BN-PAGE analysis,
the MexB partner is missing, making the comparison inap-
propriate. Nevertheless, it can be hypothesized that MexAnp
affinity for OprM is not high enough for the complex to sta-
bilize in absence of the palmitate when MexB is missing.

Therefore, our results shed light on the assembly of the
efflux pump although we now need to switch to the whole
OprM-MexA-MexB assembly.
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2. Etude par électrophysiologie de I'ouverture de la porine OprM
[Article : cf. pages 166-171]

2.1.Pertinence de I'étude

Résolue dans différents groupes d’espace (R32, C2, P242424) (Akama, Kanemaki et
al. 2004; Phan, Benabdelhak et al. 2010), la structure cristallographique d’OprM est
trés proche de celle de TolC (rmsd de 2,3 A) malgré la faible identité de séquence
entre ces deux protéines (19%). Dans toutes les structures natives décrites, ces
porines se trouvent dans une conformation « fermée » a chacune de leurs
extrémités. Il semble qu’il s’agisse de la conformation la plus stable en I'absence des
protéines partenaires et/ou de ligands et cet état parait tout a fait compatible avec la
nécessité d'une membrane externe peu perméable afin de préserver 'intérieur de la
cellule de I'entrée des xénobiotiques. L'ouverture de la porine ne doit se produire que
de maniére transitoire durant le transport des antibiotiques.

Ces longues protéines «canal», tout comme les porines exclusivement
membranaires, constituent de véritables pores hydrophiles dans la membrane
permettant le passage passif de molécules. Elles se prétent donc bien a des
mesures d’activité en tant que canaux ioniques par des techniques
d’électrophysiologie. Le principe des ces études est de mesurer le changement de
conductance de la membrane suite a I'insertion de ces protéines.

Plusieurs études ont ainsi déja été reportées sur des formes sauvages ou mutés de
TolC (Andersen, Hughes et al. 2002; Andersen, Koronakis et al. 2002; Andersen,
Koronakis et al. 2002) mais trés peu de données sont disponibles a I'heure actuelle
pour OprM. C’est pourquoi nous avons établi une collaboration avec I'équipe de
Bruno Lepioufle a FTENS Cachan qui développe des biopuces dans le but d’étudier
des protéines membranaires insérées dans des membranes suspendues

reconstituées, biomimétiques des bicouches lipidiques.
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2.2.Bref état de I'art de I'électrophysiologie des canaux ioniques

2.2.1. Les bicouches lipidiques artificielles classiques

Contrairement aux méthodes de patch-clamp qui étudient les protéines dans leur
environnement cellulaire naturel, les bicouches lipidiques artificielles, composées
de phospholipides purifiés ou synthétisés, représentent un modéle simplifié de
membrane pour I'étude individuelle de protéines membranaires sous leur forme
active. Ces systémes existent principalement sous deux formes : des vésicules
lipidiques sphériques comprenant un compartiment interne aqueux appelées
liposomes (dont nous ne parlerons pas ici) et des bicouches planes ou BLM (black
lipid membrane) formées au travers d’'une minuscule ouverture sur un support
solide.

Deux méthodes conventionnelles permettent de former ces bicouches planes,
elles sont dénommées « Painting method » (Mueller, Rudin et al. 1962) et
« Langmuir-Blodgett method » (Montal and Mueller 1972). La premiére repose sur
le dépbt d’'une solution lipidique (phospholipides dans un solvant organique) au
niveau de 'ouverture d’'un support hydrophobe en Teflon de 50 a 500um séparant
deux compartiments aqueux. La bicouche se forme spontanément au niveau de
l'interface phase organique/phase aqueuse (Fig. 65A). Dans la seconde méthode
chaque compartiment contient une monocouche de lipides spontanément orientée
au niveau de linterface air/phase aqueuse et la bicouche se forme verticalement
au niveau de l'orifice lors de 'augmentation du volume de tampon dans chaque

compartiment (Fig. 65B).

156



Partie III — Résultats & Discussion

Chapitre II — Etude par électrophysiologie de I’ouverture de la porine OprM

2

b
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@== Lipid molecule 1] Solvent/oil
| Aqueous phase

Fig. 65: Techniques conventionnelles de formation des bicouches planes artificielles

suspendues
(Issu de Zagnoni 2012)

(A/) Technique de painting (B/) Méthode Langmuir-Blodgett.

Les protéines membranaires sont ensuite incorporées par diffusion passive ou

fusion de vésicules (cf. paragraphe 2.2.4).
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2.2.2. Vers la miniaturisation et le criblage haut débit

Les canaux ioniques sont impliqués dans de nombreuses maladies (qualifiées de
« channelopathies ») (Lehmann-Horn and Jurkat-Rott 1999) et les protéines
membranaires représentent d’ailleurs actuellement plus de la moitié des cibles de
des médicaments présents sur le marché mondial (Adams, Worth et al. 2012). A
des fins thérapeutiques, de nouveaux outils ont donc di étre développés pour
étudier ces protéines de maniére plus automatisée et pouvoir réaliser des tests de
criblage a plus haut débit sur des puces.

Un des problemes de la fabrication des bicouches artificielles décrites
précédemment est le manque de répétabilité et la fragilité des BLM. De nombreux
efforts ont finalement permis d’obtenir des ouvertures micro-usinées dont le
diameétre réduit et précisément contrélé (um a nm) a grandement augmenté la
résistance des bicouches lipidiques. Le recours a la microfluidique assure par
ailleurs un controle plus précis des volumes délivrés et favorise donc la
reproductibilité. D’autre part, le fait de miniaturiser les techniques de patch clamp
permet de suivre en paralléle différentes conditions sur une méme puce (Osaki,
Suzuki et al. 2009; Ota, Suzuki et al. 2011).

2.2.3. Les canaux ioniques « modeles »

La mise au point de ces différentes technologies a nécessité I'utilisation de canaux
ioniques modeles. La plupart des études utilisent des peptides ou des protéines
disponibles commercialement et stables en solution que nous décrivons
brievement ci-dessous.

Les canaux ioniques peptidiques sont composés de monomeéres de moins de 50
acides aminés et sont a la fois des agents antimicrobiens et des toxines. Parmi les
plus utilisés, on retrouve la gramicidine A et I'a-alaméthicine. La gramicidine est
un peptide linéaire de 15 résidus issu de Bacillus aneurinolyticus qui s’assemble
au sein de la bicouche en hélice 3 pour former finalement un canal dans les
membranes lipidiques grace a l'orientation antiparalléle de deux monomeéres. Le
pore de 4 A ainsi formé présente une grande sélectivité pour les cations

monovalent (conductivité : H*>NH**>Cs*>Rb*>K*>Na*>Li*). L’alaméthicine est un
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peptide amphipathique en hélice a de 20 acides aminés qui forme un canal
ionique voltage dépendant grace a la 'association de 4 a 6 molécules. Ce peptide
de Trichoderma viride est perméable aux cations et aux anions (Yin, Burns et al.
2003).

La seule protéine utilisée régulierement en électrophysiologie est I'a-hémolysine.
Cette protéine heptamérique de 33kDa forme un tonneau [ au sein des
membranes qui reste ouvert en conditions normales. De plus, elle présente
'avantage d’étre stable sur une grande gamme de pH et de températures et son
insertion ne nécessite pas de conditions ioniques particulieres (Steller, Kreir et al.
2012).

2.2.4. Insertion des canaux ioniques

Deux techniques permettent d’insérer les canaux ioniques au sein d’une bicouche
préformée. Dans le premier cas, les protéines doivent étre solubilisées par un
détergent avant d’étre ajoutées d’un cbté de la bicouche lipidique en vue de son
insertion de maniére spontanée (Fig. 66A). L’autre méthode consiste a
reconstituer la protéine dans des liposomes avant de les faire fusionner avec la
bicouche lipidique préformée (Fig. 66B). La formation de protéoliposomes est
réalisée par ajout d’'un excées de lipides a la solution de protéine solubilisée en
détergent puis élimination du détergent par dialyse, dilution ou par l'ajout de
BioBeads® (billes de polystyréne capables d’adsorber dans des solutions
aqueuses les substances apolaires ou les agents actifs de surface dont la masse

est inférieure a 2000 Da).
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Fig. 66: Procédures d’insertion des canaux ioniques dans une bicouche
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(Issu de Demarche, Sugihara et al. 2011)
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2.3. Etude électrophysiologique d’OprM par microfluidique

2.3.1. Description du dispositif utilisé

Le systeme de puce microfluidique mis au point par I'équipe de Bruno Lepioufle
comprend deux couches de PMMA (PolyMethylMethAcrylate) séparées par un fin
film de paryléne. La partie supérieure du PMMA comprend une chambre servant
de réservoir de tampon et dans laquelle est insérée I'électrode de mesure alors
que la partie inférieure du PMMA est un canal fluidique permettant 'injection des
solutions (lipides et tampons). Ce canal contient également I'électrode de
référence (Fig. 67). Le film de paryléne présente une micro-ouverture de 20 a

100 um pour la formation de la bicouche lipidique.

chamber
(CIS side)

OperM v -
channel (TRANS side) [&——— Ag/AgCl

Glass slide

Fig. 67: Coupe transversale du systeme microfluidique utilisé pour mesurer 'activité

d’OprM
(Issu de Wang, Monlezun et al. 2012)

La configuration de ce systeme présente I'avantage de former la bicouche
lipidique parallelement au support permettant ainsi de suivre directement cette
formation au microscope sans marquage du fait de la transparence du support
(Ide and Yanagida 1999; Ide, Takeuchi et al. 2002). De plus, I'utilisation du PMMA
permet de réduire le bruit lié au support. Ceci est primordial car on cherche a

détecter le courant d’'un systéme proche de la molécule unique, qui est de l'ordre
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du pico-ampeére (pA). Ainsi avec du PMMA on obtient un bruit de l'ordre de
0,17 pA contre 56 a 105 pA pour un support plus classique en silicione/paryléne
(Suzuki, Tabata et al. 2007).

2.3.2. Formation de la bicouche lipidique

Afin de former une bicouche a une interface aqueuse/aqueuse, la chambre
supérieure est remplie du tampon utilisé pour la purification de la protéine mais
sans détergent (50 mM de phosphate de sodium, 100 mM NacCl, 10% Glycérol,
pH 7,5) puis une solution lipidique de 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocoline
(DPhPC) dans un mélange décane/hexanol est ajoutée dans la partie canal. Cette
injection de solution lipidique est immédiatement suivie de celle d’'une solution de
tampon afin de forcer le déplacement des lipides non intégrés dans la bicouche.
Grace a l'orientation préférentielle des lipides entre tampon et solvant organique,
la bicouche apparait alors spontanément en moins de dix minutes et de maniére
reproductible (> 90% des cas) et peut étre mise en évidence électriquement par
'apparition d’'une capacitance moyenne de 0,58 uF.cm? dans les conditions
expérimentales. L'utilisation d’un solvant mixte décane/hexanol permet d’accélérer
la formation ('amincissement) de la bicouche et de réduire la quantité de solvant
restant dans la bicouche (Osaki, Suzuki et al. 2009) qui pourrait ensuite géner
l'insertion de la protéine. La méthode de préparation des bicouches décrite ici
représente une avancée par rapport aux précédents travaux, puisque ceux Ci
utilisaient la pression hydrostatique pour le contréle de la formation des BLM
(Suzuki, Tabata et al. 2006; Suzuki, Tabata et al. 2007).

La bicouche est également visible optiquement et on peut noter la présence d’une
bordure nommée Plateau de Gibbs (Fig. 68A) correspondant a deux
monocouches de lipides dés lors que les puces utilisées ont une ouverture
supérieure a 40 ym, comme dans le cas dans nos expériences ou |'ouverture est
de 45 pm. Enfin, le diamétre de la bicouche varie de 20 a 40 um selon le voltage
appliqué (20 a 120 mV) (Fig. 68 A a C).
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80 mV vs Ag/agCI 120 mV vs Ag/AgCI

Fig. 68: Visualisation de la formation de la bicouche lipidique au niveau de

I'ouverture de paryléne

(Issu de Wang, Monlezun et al. 2012)

2.3.3. Activité d’'OprM
2.3.3.1. Mise en évidence de l'insertion

Nous avons inséré avec succes OprM des deux cotés de la bicouche lipidique
en changeant la polarité du voltage appliqué selon l'orientation choisie. Dans
les deux cas nous avons pu mesurer une augmentation rapide de la
conductance a 1250 pS (Fig. 69) et l'activité d’'OprM peut ainsi étre suivie
pendant plus de 30 minutes. Aprés cette insertion stable d’'OprM, on peut alors
déceler de rapides petits sauts d’activité d’'une centaine de pS sur au moins 5
niveaux (Fig. 70). Nous attribuons ces variations a des changements
conformationnels au niveau des hélices qui sont nécessaires a I'ouverture de
la porine, de maniere similaire a ce qui a été décrit pour TolC (Andersen,
Hughes et al. 2002).
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Insertion 2

A 4
W 100 ms

Insertion 1 Substeps
A 4 l l
baseline

Fig. 69: Exemple d’enregistrement électrique de I'insertion d’'OprM au sein de la

inS

bicouche avec le systéme microfluidique

(Issu de Wang, Monlezun et al. 2012)
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§|_
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Fig. 70: Caractérisation électrique des sous-états d’activité d’'OprM
(Issu de Wang, Monlezun et al. 2012)
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2.3.3.2. Influence des conditions expérimentales

Au travers de toutes les expériences accumulées, nous avons pu mettre en
évidence I'importance de la composition du tampon sur I'activité mesurée. En
effet, nous obtenons des valeurs différentes de conductance en fonction du
sel utilisé : 1250 pS avec du NaCl 150 mM contre 380 pS pour du KCI
150 mM. OprM semble donc présenter une sélectivité pour le sodium.
Toutefois, nous avons également observé une augmentation de la
conductance lorsque I'on augmente la concentration de KCI sur une gamme
de 150 mM a 1 M pour atteindre une valeur de 726 pS, similaire a la valeur de
850 pS déja décrite dans la littérature pour une force ionique identique (Wong,
Brinkman et al. 2001), validant les valeurs obtenues avec notre systéme
biomimétique.

Par ailleurs, nous avons vu que l'application d'un potentiel positif est
nécessaire au maintien d’'OprM dans la bicouche lors de linjection de la
protéine par le canal. Ceci peut s’expliquer par 'asymétrie dans la répartition
des éléments de structure secondaire de ce type de porine, pour lesquelles la
partie membranaire en tonneau 3 ne représente qu’une faible partie de la
protéine.

Finalement, nous avons validé pour la premiére fois la faisabilité de l'insertion
au sein d’une bicouche artificielle reconstituée en systéme microfluidique, d’un
type de protéine canal plus complexe que celles décrites jusqu’alors (Fertig,
George et al. 2003; Le Pioufle, Suzuki et al. 2008; Kawano, Osaki et al. 2010).
Nous envisageons a présent une utilisation plus réguliére de ce systéeme pour
tester l'influence de mutation sur 'ouverture d’OprM (cf. chapitre suivant) ou
dans des projets plus ambitieux que nous essayons de mettre au point dans
I'équipe, qui visent a reconstruire la pompe entiere MexAB-OprM afin d’étudier

son activité in vitro.
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This paper describes the fabrication and use of a biomimetic microfluidic device for the monitoring of
a functional porin reconstituted within a miniaturized suspended artificial bilayer lipid membrane
(BLM). Such a microfluidic device allows for (1) fluidic and electrical access to both sides of the BLM
and (2) reproducible membrane protein insertion and long-term electrical monitoring of its
conductance (G;), thanks to the miniaturization of the BLM. We demonstrate here for the first time the
feasibility to insert a large trans-membrane protein through its B-barrel, and monitor its functional
activity for more than 1 hour (limited by buffer evaporation). In this paper, we specifically used our
device for the monitoring of OprM, a bacterial efflux channel involved in the multidrug resistance of the
bacteria Pseudomonas aeruginosa. Sub-steps of the OprM channel conductance were detected during
the electrical recordings within our device, which might be due to oscillations between several structural
conformations (sub-states) adopted by the protein, as part of its opening mechanism. This work is

a first step towards the establishment of a genuine platform dedicated to the investigation of bacterial
proteins under reconstituted conditions, a very promising tool for the screening of new inhibitors
against bacterial channels involved in drug resistance.

of the bacteria. OprM, a porin part of the OMF (Outer
Membrane Factor) family, is inserted into the external
membrane (Fig. 1a).

The crystallographic structure of OprM has already been
presented with various resolutions.>® It has been proposed that

1. Introduction

The study of the conductance of bacterial ion channels is highly
important for the research in pharmacology as they are crucial in
active efflux, one of the main mechanisms involved in the resis-
tance of bacteria to antibiotics.! Two different classes of porins
exist respectively responsible for the influx and the efflux across
the outer membrane of Gram negative bacteria.>* Even though A B C
the first porin has been described in 1970 and our knowledge

concerning this family of proteins continually progressed since Extracellular H Drug
that time, several questions still remain open regarding their . . 5 RN
function, especially on their opening mechanism. 665565 f\ 6 6§ Fiy W gt
: I Outer ~ fmmmmmmem\( ) teees B 3
In the case of the Gram-negative bacteria Pseudomonas aeru- membrane MudULLLLL ehieh
ginosa, four different efflux pumps have been characterized. One ) |
of them is the OprM/MexA/MexB complex which is reversibly
assembled to allow for the transport across the two membranes Periplasm MFP
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T Wei Wang fabricated the microfluidic devices, performed BLM
formation, ion channel insertion, electrical monitoring and signal
processing of its activities. Laura Monlezun prepared all the membrane

Fig. 1 (A) Schematic representation of an efflux pump from the type I
transporter family. MFP: membrane fusion protein, RND: resistance

protein samples used in the study.
1 Co-corresponding authors.

nodulation cell division. (B) Closed and (C) open states of the OprM
porin.
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the opening of OprM could be due to a twist movement, equiv-
alent to that of a photographic diaphragm,’” combined with an
extension movement, involving the cooperative reorganization of
key residues at both ends (Fig. 1b and ¢).®

The activity of porins and channels is classically addressed by
measuring the change of membrane conductance after insertion
of proteins in an artificial bilayer separating two compartments.®
Micro-technologies have been developed to miniaturize the
aperture, thus permitting the reconstruction of an artificial
bilayer lipid membrane (BLM), as it benefits to its stability.**3 In
that case the artificial BLM can be connected to a microfluidic
structure.™ The functionality of such miniaturized biosensors
was proved previously by using model ion channel peptides
(gramidicin or alamethicin) and a-hemolysin.***1¢ Nevertheless,
results obtained with these model peptides cannot illustrate the
difficulties that can be encountered when investigating actual
porin proteins. Indeed, the insertion of OprM through its -
barrel, which represents only a third of the protein length, is
totally different from the extremely stable insertion of a-hemo-
lysin with its large stabilizing rubber rings.

We demonstrate in this paper through repeatable conductance
measurements that single native OprM channel insertion can be
achieved reproducibly by using our microfluidic device. More-
over the microsized dimension of the artificial bilayer allows
long-term monitoring of the conductance of OprM.

After the initial insertion of OprM, correlated with a signifi-
cant step in terms of conductance increase, fluctuation of the
conductance between several sub-steps could be clearly identi-
fied. These fluctuations might be due to oscillations between
several conformations of the protein, presumably of its internal
helix bundles, which lead to variations of the conductance.

This work contributes to a better understanding of OprM
activity, which is an important step prior to the next challenge
that will be the screening of chemical compounds for the
discovery of new inhibitors of the bacterial efflux pumps.

2. [Experiment section
2.1. Design and fabrication

The structure of the microfluidic device used in this work, which
is inspired from the microarray design described before,'? is
briefly summarized hereafter. The chip is based on two bonded
PMMA layers separated by a parylene film. A picture of the
device within the experimental setup is shown in Fig. 2a, while
a schematic view is represented in Fig. 2b.

The top PMMA substrate includes a chamber for buffer
reservoir and access for the recording electrode as shown in
Fig. 2c. A recess in this top substrate allows the alignment of the
self-standing parylene film (Fig. 2a). The bottom PMMA
substrate has a fluidic channel for liquid injection (lipid and
buffer), of which top and bottom faces are defined by the par-
ylene film and a microscope cover glass, respectively (thickness =
170 pm). Micrometer-sized apertures have been etched in the
parylene film, enabling lipid bilayer formation (Fig. 2c). The
fabrication process of the microfluidic chip relies on three main
steps described as follows.

Firstly, parylene film is deposited on a single-crystal silicon
substrate by the chemical vapor deposition technique at

Electrical accesses

PMMA substrates

/

Parylene film

Microfluidi
erofiuidic with micro-aperture

channel :
Glass slide

i
C Protein activity
monitoring

chamber

(CIS side) P

T, —r

channel (TRANS side) | Ag/AgCl

Glass slide

Fig. 2 Microfluidic biomimetic device: (A) view of the microfluidic
device on the microscope stage, (B) scheme of the structure of the device.
A thin film of parylene previously micromachined is sandwiched between
two PMMA plates in which are machined the CIS chamber and TRANS
fluidic access and channel. (C) Crosssection: an ion channel reconstituted
in the BLM within the microfluidic chip is electrically monitored by using
a patch clamp amplifier.

a thickness of 10 um. Holes are then etched in the film by RIE
oxygen plasma using an aluminium mask as a protective layer.
After removing the aluminium, the parylene film (with micro-
apertures from 20 to 100 um diameter) is peeled off from the
silicon substrate using tweezers. The thickness of parylene film is
optimized by combining the considerations of easy peeling and
BLM formation.

Secondly, the PMMA substrates are machined using simple
drilling and milling techniques to obtain the bottom plate
including the fluidic channel (W = 2 mm, H = 0.5 mm, L =
25 mm) and the top plate including the chamber (J =4 mm, H =
1.5 mm), and a recess for the alignment with parylene film
(8.1 mm x 8.1 mm x 0.1 mm).

The third step concerns the full packaging of the device. The
UV sensible adhesive layer (NOA 73, Norland products, NJ
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USA) was used to bond the parylene film between the two
PMMA substrates. A microscope cover glass was finally glued to
close the bottom channel.

Several prototypes with varying aperture diameters were
fabricated. The final choice of the aperture diameter depends on
the stability and sealing resistance of the BLM. In the case of the
recordings presented in this paper, the diameter was set to 45 um.

2.2. Reagents

For the lipid solution, 25 mg of 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DPhPC) or vr-a-phosphatidylcholine (PC)
(Avanti Polar Lipids, U.S.A.) dissolved in 1 mL or 500 pL of
mixed solvents of n-decane (20%, 50% or 100% in v/v) and 1-
hexanol (80%, 50% or 0% in v/v) was used. For the buffer solu-
tion of the experiments performed with Na* ions, 50 mM sodium
phosphate, 100 mM NaCl, and 5% (v/v) glycerol at pH = 7.5
were used. For the experiments performed with K* ions, 10 mM
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES),
5% (vIv) glycerol at pH 7.5, and either 150 mM KCl or 1 M KCl
were used as buffer. Stock solutions of OprM were diluted down
to 5 ng mL! in the respective buffers complemented with 0.45%
(w/v) Octyl-B-p-glucopyranoside (BOG) before use.

2.3. Expression, purification and preparation of the protein

Vector pPBAD33-GFPuv was used to heterologously express and
purify OprM with a C-terminal 6-histidine tag, from the
Escherichia coli C43-DE3 strain as described previously.®
Cultures were performed at 30 °C in Lysogeny broth (LB)
medium containing 25 pg mL~' chloramphenicol, induced at
Agoo = 0.8 by the addition of 0.02% (w/v) L-arabinose and grown
for 2 h before centrifugation. The cell pellet was resuspended in
Tris—HCI 20 mM pH 8.0. Cells were broken by a French pressure
cell at 69 MPa (i.e. 10 000 psi) and then centrifuged twice at
8500g to remove the inclusion bodies and unbroken cells. The
soluble fraction was applied on a sucrose step gradient (0.5 and
1.5 M) and then centrifuged for 3 h at 200 000g, 4 °C. The pellet,
corresponding to the outer membrane fraction, was resuspended
in a solution containing 20 mM Tris—HCI pH 8.0, 10% glycerol
(v/v), 2% BOG (w/v) (Anatrace), then stirred overnight at 23 °C.
The solubilized membrane proteins were recovered by centrifu-
gation for 30 min at 50 000g and further loaded onto a Ni-NTA
resin column pre-equilibrated in 20 mM Tris—HCI pH 8.0, 10%
glycerol (v/v), and 0.9% BOG (w/v). The column was washed with
the same buffer plus 10 mM imidazole. The protein was eluted by
a linear gradient of imidazole (10 to 400 mM).

The fractions containing the OprM protein, eluted between 100
and 250 mM imidazole, were concentrated up to 5 mg mL~' by
a 30 kDa cutoff Amicon system (Millipore) and its buffer changed
for the following storage solution: 50 mM sodium phosphate,
100 mM NaCl, 10% glycerol and 0.9% detergent pH 7.5.

2.4. Lipid bilayer formation

Firstly, 38 pL of buffer solution was introduced in the upper
chamber, and 8 pL of lipid solution followed by 38 pL of buffer
solution was flowed into the bottom channel. A layer of lipid
membrane formed over the aperture in the parylene film.'>'78
Then, the two electrodes were inserted respectively in the

chamber and fluidic channel inlet (Fig. 2). 2 pL of 5 pg mL™!
OprM solution was then added into the upper recording
chamber, leading to a final protein concentration of 1.5 nM.

2.5. Optical and electrical monitoring

The above-mentioned procedure was performed on an inverted
optical microscopy stage (ECLIPSE Ti-S, NIKON, Japan)
covered by a Faraday cage to protect it from ambient noise.
Formation of the BLM was optically monitored from the bottom
of the chip with a transmitted light. The membrane current was
measured using a patch-clamp amplifier (Axon Axopatch 200B,
Molecular Devices, USA) connected to a couple of Ag/AgCl
electrodes; one electrode was inserted in the upper recording
chamber (CIS side, recording electrode), the other was inserted
into the bottom channel (TRANS side, counter/reference elec-
trode). The amplifier was connected with a digital data acquisi-
tion system (Digidata 1440A and Axopatch 200B, Molecular
Devices, U.S.A.).

3. Results and discussion

3.1. Optical and electrical monitoring of the bilayer lipid
membrane (BLM)

The BLM is formed in the chamber, over the 45 pm sized aper-
ture micromachined in the parylene film. After the microfluidic
procedure, the circular border separating the BLM (Fig. 3,
central circle) and a supporting annulus (the Plateau-Gibbs
border,'?° consisting of lipid solution contained between two
phospholipids monolayers) appeared spontaneously within
10 min in the aperture. Using this method, the BLM can be
achieved easily with a success rate higher than 90% (calculated
from more than 220 experiments out of 50 chips). As reported
before, this Plateau-Gibbs border was no longer visible if the
aperture in the parylene partition becomes smaller than 45 um,
which is probably due to the optical diffraction.”> BLM forma-
tion was visualized through phase contrast microscopy. As
shown in Fig. 3 the size of the reconstructed BLM depends
directly on the applied voltage between CIS and TRANS sides.
The electric capacitance of the BLM was measured by applying
square signals across the membrane using a built-in function of
Clamplex V10.2 software. A rapid increase in electric capacitance
was observed upon the BLM formation, and the specific capac-
itance (Cs, capacitance over the total area of the BLM) reached
0.58 uF cm~2 This value is higher than the C; of BLM formed
with n-decane reported in the literature (~0.4 uF cm~?) because
a mixture solvent of 1-Hexanol (80%) and n-Decane (20%) was
used to achieve the BLM.?® This phenomenon is consistent with
previous observations." We compensated the evaporation by
adding some buffer to the chamber and channel thanks to the
access to both sides of the BLM within the device.

3.2. Electrical recording of OprM reconstituted in the
membrane

The OprM protein solution was added from either the channel or
chamber side. Both cases permitted successful OprM insertion
and activity monitoring. The electric potential is always given at
the CIS side with respect to the TRANS side. This electrical
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A B

Plateau Gibbs border

Aperture

20 mV vs Ag/AgCl

80 mV vs Ag/AgCI 120 mV vs Ag/AgCI

Fig.3 The typical bilayer lipid membrane (BLM) reconstituted in the parylene aperture. The 45 pm diameter aperture in the parylene film (dark circle)
contains the BLM (central circle) which is supported by the thick lipid plateau-Gibbs border. The voltage applied between both sides of the BLM affects
its size: the BLM diameter increases from 20 pm (A) to 40 um (C) while the transmembrane voltage increases from 20 mV to 120 mV. This dependence is
explained by static charges stored between both sides of the membrane (Q = CV, where C is the capacitance of the BLM and V is the applied voltage)
which attract each other, and repeals the solvent towards the border of the aperture in the parylene film. Lipid solution: 25 mg mL~' DPhPC in mixture
solvent (80% 1-Hexanol and 20% n-Decane, v/v), buffer: 50 mM KCI + 100 mM NaCl + 0.45% (w/v) BOG, pH = 7.5.

potential must be negative for OprM insertion from the micro-
channel, or positive if OprM is injected in the microchamber. The
insertion events appear several minutes after OprM injection,
once the BLM and fluids in the microchannel are stable (typically
at t = 5 min). During this stabilization process, the clamp voltage
was progressively increased and the conductance of the
membrane was monitored. Single ion channel insertion and
activities were recorded.

Case of OprM injected in the micro-channel. 38 uL of 1.5 nM
OprM solution was flowed in the channel, and negative potential
was applied in the chamber. The ion channel was reconstituted
into the BLM, which was accompanied by a fast increase of
conductance (Fig. 4, G; = 1250 pS).

Insertion 2

l

1nS

100 ms

Substeps

Insertion 1

!

baseline

Fig. 4 Channel side insertion. Electrical monitoring of OprM insertion
and its activity. OprM was loaded from the micro-channel. A fast rise of
conductance G; = 1250 pS occurs during the insertion event at an applied
voltage —120 mV. Buffer: 50 mM sodium phosphate + 100 mM sodium
chloride + 0.45% (w/v) BOG, pH = 7.5, Lipid: 25 mg mL~' DPhPC in
mixture solvent (80% 1-Hexanol and 20% n-Decane, v/v). Recording
conditions: filter low pass 10 kHz, sampling 50 kHz. Boxcar smoothing,
27 points.

Case of OprM injected in the micro-chamber. When OprM was
added from the chamber side, 2 pL of 30 nM OprM was injected
into the buffer from the chamber after the BLM was formed and
stable. A positive potential was applied in the chamber. Ion
channels were also recorded in this case characterized by a fast
increase of the conductance (Fig. 5, G; = 1250 pS).

Hence, it appears that the conductance steps are similar when
the protein is inserted from either side of the bilayer (Fig. 4
and 5). Note that inserting from the chamber side appears to be
more relevant because it makes it possible to add the protein
several times, as its activity declined with time, without per-
turbing the stability of the BLM. The activity of OprM depends
mainly on the preparation process, the storage and unfreezing
conditions. According to our experimental observations, the

!

baseline

Fig.5 Chamber side insertion. Electrical monitoring of OprM insertions
(each insertion event is indicated with a solid line arrow). Fast rise of
conductance G; = 1250 pS occurs for each insertion event at an applied
voltage of 50 mV. Buffer: 50 mM sodium phosphate + 100 mM sodium
chloride + 0.45% (w/v) BOG, pH = 7.5, Lipid: 50 mg mL~"' PC in n-
Decane). Recording conditions: filter low pass 2 kHz, sampling 10 kHz.
Boxcar smoothing, 5 points.
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OprM activity declines after 30-60 min once inserted, and the
BLM can be stable for more than 1 h of electrical recording.

Fig. 4 and 5 (corresponding respectively to channel and
chamber insertion) show the typical step-like increases in trans-
membrane current that characterize the successive single OprM
channel insertions, with 1250 + 13 pS (mean =+ standard error
calculated on 200 events) increase in conductance for each single
insertion (see the solid line arrows). The measured single channel
conductance of OprM stays comparable over 200 insertion
events (1250 £+ 13 pS), which indicates the successful and
reproducible insertion of native OprM.

3.3. Influence of the buffer composition on conductance

As reported, the OprM channel is cation selective.?! New
experiments were designed to study the effects of buffer
composition on conductance by monitoring the conductance of
OprM in 150 mM K" medium instead of 150 mM Na* medium.
The results show a significant decrease in single OprM channel
conductance from 1250 + 13 pS in the presence of 150 mM Na*
to 380 + 5 pS in the presence of 150 mM K*. When increasing the
concentration of K* from 150 mM to 1 M, the conductance
increased from 380 + 5 pS to 726 + 36 pS. The use of K* instead
of Na* strongly decreases the conductance of a single OprM
channel.

These measurements are consistent with the OprM conduc-
tance reported (850 pS, versus 726 pS in our case with 1 M KCl
buffer).”!

3.4. Comparison with other porins

Those values are also comparable with conductance measure-
ments performed with other channel proteins. Experiments
reported with OmpF,** a trimeric influx porin, in 150 mM KCl
gave a conductance of 940 pS for the all-open state trimer leading
to ~310 pS for one monomer, to be compared with the 380 pS we
measured for OprM in similar conditions.

Published values for TolC,?® presenting similar inner and outer
diameters, indicate 80 pS conductance for a single channel that is
much lower than in our case. Nevertheless those experiments
were performed in different experimental conditions (1 mM
Hepes pH 7.5, 1 M KCl), making the comparison difficult.

3.5. Effect of electric field orientation on OprM insertion

Interestingly, we found that reversing the polarity of the applied
potential tends to inhibit protein insertions, and leads to the
progressive expel of inserted proteins out of the BLM. This
shows that a positive voltage is necessary to maintain the ion
channel inserted from the chamber within the BLM. It can be
explained by the structure of OprM. As we know, OprM inserts
into the BLM with its B-barrel, which only represents a small part
(less than one third length) of the protein. In order to achieve
a successful and stable insertion, an electric field with a defined
direction is needed. This phenomenon has not been reported
elsewhere, nevertheless, in the case of TolC,?* it was mentioned
that the conductance noise was more prominent at high negative
potentials than at positive ones. This could reflect the more
difficult ion crossing in the non-natural direction or/and different
repartitions of charges inside the channel.

100 pS

50 ms

baseline

Fig. 6 Ion channel activity of OprM recorded within the microfluidic
chip. Three sub-states of conductance are indicated. The BLM is
composed of 25 mg mL~" DPhPC in 50% 1-Hexanol + 50% n-Decane
(v/v). Applied voltage 120 mV, sub-steps’ conductance G; = 125 pS.
Recording conditions: low pass filter 10 kHz, sampling 50 kHz. Boxcar
smoothing, 27 points.

3.6. Protein activity and conductance sublevels

After the equilibration period, we clearly found that sub-states
(identified by distinct conductance sublevels) can be recorded
once OprM becomes active within the BLM (Fig. 6). These sub-
states last for few milliseconds up to hundred of milliseconds,
and could be recorded during a long period (typically 20 min).
According to our observations these sub-states indicated at least
five distinct levels (three levels are shown on Fig. 6) that might
correspond to the different possible structural conformations of
the helix bundles “controlling” the opening of the pore. The
oscillation of the protein between those different conformations
leads to regular step variations of the conductance (125 pS) after
the insertion event.

4. Conclusions

This paper shows the feasibility of using a microfluidic device,
incorporated with a miniaturized artificial BLM, for monitoring
the insertion and electrical activity of the OprM protein. This
biomimetic device is able to define very stable and optimized
conditions. As a result, both the insertion and activity of OprM
could be monitored during the same recording for the first time.
In this work, the transmembrane voltage necessary for the OprM
insertion was investigated, which showed the importance of the
electric field direction. Furthermore, the single channel conduc-
tance of OprM has been characterized. It was clearly found that
the conductance of OprM depended on the nature and concen-
tration of the cations contained in the buffer. The effect of
sodium and potassium ions on the OprM conductance has been
addressed. The single channel conductance of OprM in sodium
medium is 3 times higher than that in potassium medium, which
indicated the sodium ion selectivity of OprM. During the elec-
trical monitoring of OprM, high-dynamic sub-step activities of
OprM were recorded for the first time, which characterized
oscillation of the protein between various sublevels, probably
corresponding to different arrangements of bundles controlling
the conductance of the pore. This work provides an analysis
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method in membrane protein investigation and it shows a wide
range of potential applications in pharmacology and
biochemistry.
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Partie III — Résultats & Discussion

Chapitre III — Caractérisation de mutants de 1’ouverture périplasmique d’OprM par
complémentation

3. Caractérisation de mutants de I’ouverture périplasmique d’OprM par

complémentation

Afin de comprendre comment s’effectue le mécanisme douverture d’OprM
nécessaire a l'efflux des antibiotiques, nous avons décidé de construire plusieurs
mutants de la porine OprM. Les résidus que nous avons choisis de muter sont
impliqués dans des liaisons maintenant I'extrémité périplasmique dans une
conformation fermée. En effet, chaque monomeére comporte a ce niveau un pont
salin entre les hélices H7 et H8 faisant intervenir les résidus R403 et D409 et une
liaison hydrogéne entre les résidus D205 et Y404 qui maintient les hélices H4 et H7.
De plus, il existe un pont salin reliant deux monomeéres voisins grace aux résidus
D416 et R419. Sept mutants ont été créés : quatre mutants simples (R403L, Y404F,
D416A, R419A), deux mutants doubles (R403L-Y404F et D416A-R419A) et enfin un
quadruple mutant (R403L-Y404F-D416A-R419A). Nous espérons ainsi déterminer
'importance de chacune de ces liaisons dans le passage d'un état fermé a un état
ouvert et caractériser 'effet de chaque acide aminé sur le niveau d’ouverture d’OprM.
Pour évaluer I'effet de ces mutants, nous avons étudié leur capacité a complémenter
une souche de Pseudomonas aeruginosa, délétée de la version chromosomique du
gene oprM, vis a vis de la résistance aux antibiotiques. Cette souche, dénommée par
la suite PAO1AOprM, a été construite par Sophie Guénard, doctorante au laboratoire
de Bactériologie de la faculté de médecine de Besangon, ou nous avons été initiés
par Catherine Llanes aux expériences de complémentation avant de les mettre en

place au sein de notre laboratoire.

3.1. Antibiogrammes

Pour chaque mutant nous avons dans un premier temps évalué de facon qualitative
sa résistance aux antibiotiques en réalisant des antibiogrammes. Cette technique
permet en effet de tester la résistance d'une souche vis-a-vis de plusieurs
antibiotiques simultanément (16 dans le dispositif expérimental utilisé) et de
comparer son niveau de résistance a celle de la souche sauvage témoin PAO1
(PAO1wt) en mesurant les diameétres d’inhibition autour de chaque disque

d’antibiotiques. La répartition des 16 antibiotiques est indiquée dans la figure 71.
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Fig. 71 : Disposition des antibiotiques pour la réalisation des antibiogrammes

10 B-lactamines, de générations différentes sont utilisées (encadrées en vert),
ainsi que 4 aminoglycosides (encadrés en bleu), une fluoroquinolone, la
ciprofloxacine (encerclée en orange) et la colistine encadrée en violet.
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Une photographie des antibiogrammes de chaque mutant et des souches contrbles
est présentée dans la figure 72 et les mesures des diamétres d’inhibition sont
indiquées dans la figure 73. Les diametres mesurés ne sont donnés qu’a titre
indicatif car on peut observer que trés souvent les disques d’inhibition sont jointifs et
la mesure se révele alors assez approximative. C’est pourquoi cette technique n’est
utilisée ici que de maniére qualitative, en jugeant notamment de I'espace de
croissance entre les disques, reflétant un niveau de résistance plus ou moins
important comparé aux souches contréles. Ainsi I'analyse des photographies montre
que la délétion d’'OprM (souche PAO1AOprM) (Fig. 72B) génére, comme attendu,
une sensibilité trés forte aux antibiotiques par rapport a la souche sauvage (PAO1wt)
(Fig. 72A). Ceci se traduit visuellement par le fait que presque tous les disques sont
jointifs a I'exception de celui autour de la kanamycine, antibiotique pour lequel
Pseudomonas aeruginosa posséde une résistance naturelle et de celui autour de
'imipénéme, antibiotique qui n’est pas un substrat de la pompe MexAB-OprM. Cette
sensibilité accrue aux antibiotiques est inversée dés lors que 'on complémente la
souche avec une version plasmidique du géne sauvage doprM (souche
PAO1AOprM + pMEG6001-OprMwt) (Fig. 72C). Le vecteur seul (souche PAO1AOprM
+pMEG6001) présente un profil identique a celui de la souche PAO1AOprM hormis la
résistance a la gentamicine, marqueur de sélection de ce plasmide (Fig. 72D). En ce
qui concerne les simples et doubles mutants, contrairement a nos premiéres
attentes, aucun d’entre eux ne s’est avéré étre plus résistant que la souche PAO1wt
(Fig. 72E a J). En revanche on peut observer des niveaux intermédiaires de
résistance par rapport aux souches contréles qui difféerent selon les acides aminés
mutés. Ainsi, en observant I'espace libre entre les disques d’inhibition autour des
R-lactamines (2 premiéres rangées), on peut d'ores et déja établir un premier
classement des mutants selon leur résistance croissante : le mutant Y404F est le
plus sensible de tous, les mutants D416A et R403L-Y404F ont des niveaux de
résistance moyens alors que les mutants R403L, R419A et D416A-R419A semblent
quasiment aussi résistants qu’OprM sauvage. Le quadruple mutant D416A-R419A-
R403L-Y404F a, quant a lui, un profil relativement différent des autres mutants

puisqu’il semble étre relativement bien résistant aux R-lactamines, (le disque autour
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de la ciprofloxacine semble un peu plus arrondi) mais ce mutant est surtout

hyper-résistant aux aminoglycosides (Fig. 72K).

C/ PAO1AOprM +
pME6001-OprMwt

B/ Souche PA0O1AOprM D/ PAO1AOprM +
pMEG6001
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E/ PAO1AOpIM + G/ PAO1AOprM +
pMEB001-OprM R403L pMEB001-OprM Y404F

F/ PAO1AOprM + H/ PAO1AOprM +
pME6001-OprM D416A pMEB001-OprM R419A

I/ PAO1AOprM +
pME6001-OprM
R403L-Y404F

K/ PAO1AOprM +
pME6001-OprM
R403L-Y404F-

D416A-R419A
(Quad.Mut.)

J/ PAO1AOprM +
pME6001-OprM
D416A-R419A

Fig. 72 : Antibiogrammes des différents mutants d’'OprM
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cTX TZP PIP FEP MEM cAz TCC TIC ATM ™ GM IMP AN cp cs K
PAOIWT 23 32 i 28 29 29 27 28 3 24 23 29 24 35, corréa 19 9
PAO1AOPIM >35 >35 >35 =35 =35 >35 >35 >35 >35 >35 =35 29 =35 =35, carrée 21 11
A + pMEG001 >35 >35 >35 >35 >35 >35 >35 >35 >35 22 R 29 >35 37, carrée 21 11
A + OprMwt 24 33 30 30 30 30 29 28 33 18 R 30 25 36, carrée 20 11
A + OprM R403L 25 32 30 30 32 30 29 28 33 19 R 30 24 35, corréa 21 11
A + OprM Y404F 28 >35 >35 >35 33 =35 =35 >35 >35 23 R 30 >35 >35 21 11
A + OprM D416A 25 30 30 30 29 30 28 28 32 18 R 30 25 35, carrée 21 11
A + OprM R419A 25 32 32 28 31 30 30 29 33 15 R 30 25 35, carrée 15 11
A + OprM R403L-Y404F 24 >35 >35 >35 29 29 z8 28 31 19 R 28 25 35, carrée 22 11
A + OprM D416A-R419A 25 >35 i3 32 32 29 29 29 33 19 R 30 27 37, carrée 22 11
A + OprM Quad. Mut, 24 33 32 30 28 31 29 29 30 R (8) R a3 19 39 20 R(7)

Fig. 73 : Mesure des diamétres d’inhibition autour des disques d’antibiogrammes

3.2.CMI

Afin de déterminer de maniére plus précise le niveau de résistance des différents

mutants, notre deuxiéme approche a été de réaliser des mesures de CMI

(concentration minimale inhibitrice) en milieu gélosé par la méthode de dilution en

agar. Nous avons pour cela sélectionné 8 antibiotiques parmi les 16 testés dans le

paragraphe précédent en prenant soin de choisir au moins un représentant de

chaque classe ou sous classe d’antibiotiques :

Ticarcilline : pénicilline (R-lactamine)

Ceftazidime : céphalosporine de 3°™ génération (R-lactamine)
Aztréonam : monobactame (3-lactamine)

Meropénéme : carbapénéme (B-lactamine), substrat de
MexAB-OprM

la pompe

Imipénéme : carbapénéme (B-lactamine), non substrat de la pompe

MexAB-OprM
Ciprofloxacine : fluoroquinolone
Tobramycine : aminoglycoside

Amikacine : aminoglycoside

Les résultats présentés dans la figure 74 confirment les observations faites avec

les antibiogrammes. La souche PAO1AOprM présente une sensibilité au moins 4
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fois supérieure a celle de la souche PAO1wt pour tous les antibiotiques testés et
cette sensibilité est méme 32 fois supérieure pour la ticarcilline. Les expériences
contréles montrent que la complémentation par le plasmide pME6001-OprMwt
permet de restaurer la sensibilité de la souche délétée au méme niveau que la
souche sauvage. De plus, ces mesures indiquent que le vecteur pME6001 ne
génere pas de résistance a lui seul a I'exception des aminoglycosides pour
lesquels on observe une amélioration de la résistance d’un facteur 2 par rapport a
la souche PAO1AOprM seule. Cet effet mineur peut s’expliquer par la présence
sur le vecteur du géne de résistance a la gentamicine, un autre aminoglycoside,
qui pourrait induire une résistance tres modérée a I'ensemble de cette famille
d’antibiotiques. Comme attendu, le test réalisé avec l'imipénéme, non substrat de
la pompe MexAB-OprM, ne présente aucune différence entre les souches. Quant
aux mutants, a présent, on constate que les mutants R419A et D416A-R419A
complémentent trés efficacement la souche PAO1AOprM puisqu’ils induisent une
résistance quasi identique a celle obtenue avec OprM sauvage. Les mutants
R403L, D416A et R403L-Y404F générent quant a eux une résistance deux fois
moins importante que la protéine sauvage mais cette résistance reste
significativement supérieure a celle de la souche PAO1AOprM non complémentée
(facteur 2 a 16). En revanche le mutant Y404F est plus sensible que les autres
mutants puisqu’il ne permet d’augmenter au mieux que d’un facteur 2 la résistance
de la souche PAO1AOprM. Cet acide aminé semble donc jouer un réle clé soit au
niveau de la protéine elle méme, soit dans son interaction avec ses partenaires.
Enfin, on peut remarquer que les niveaux de résistance des mutants sont moins
marqués pour les aminoglycosides que pour les autres antibiotiques. En effet, seul
le mutant Y404F garde une sensibilité a cette famille d’antibiotiques alors que les
autres mutants restaurent une résistance comparable a celle obtenue avec
OprMwt. Cette particularité pourrait s’expliquer par le fait que les aminosides ne
sont pas pris en charge par la pompe MexAB-OprM mais par la pompe MexXY qui

fonctionne également avec OprM. Il est possible dans ce cas, que les résidus
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d’OprM impliqués avec les partenaires de la membrane interne ne soient pas les
mémes pour les deux systémes et que la pompe MexXY présente une plus
grande flexibilité d’adaptation a ces différents résidus modifiés. Le quadruple
mutant (R403L-Y404F-D416A-R419A) réagit quant a lui de maniére trés différente
des autres mutants : en effet, bien qu’il restaure une partie de la résistance aux
beta-lactamines (ticarcilline, ciprofloxacine, aztréonam), il s’aveére bien moins
efficace que la forme sauvage d’OprM pour ces antibiotiques. En revanche, il est
tres efficace pour l'efflux des aminoglycosides puisqu’on obtient une CMI deux
fois supérieure pour 'amikacine et méme 8 fois supérieure pour la tobramycine.
Cette hyper-résistance préférentielle vis a vis des aminoglycosides suggére que
ce mutant fonctionnerait mieux ou davantage avec le systéeme MexXY qu’avec le

systéme MexAB.
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Fig. 74 : Détermination de la CMI des mutants d’OprM pour 8 antibiotiques

La CMI des mutants d’OprM vis-a-vis de 8 antibiotiques a été déterminée par la
méthode de dilution en agar. Les résultats sont présentés sous forme
d’histogrammes regroupés par antibiotique. Les souches PAO1wt et
PAO1AOprM sont représentées en rouge, la souche PAO1AOprM
complémentée avec le vecteur pME6001 seul ou contenant OprMwt est
représentée en vert. Les mutants simples, mutants doubles et le quadruple
mutant sont matérialisés en violet, jaune et orange respectivement.
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3.3. Localisation membranaire

Nous avons vérifié la présence des différents mutants dans la membrane externe de
la souche de Pseudomonas aeruginosa PAO1AOprM afin de nous assurer que les
différences de résistance n’étaient pas dues a une mauvaise localisation de la
protéine. Pour cela, nous avons réalisé des cultures de 200 mL puis extrait la fraction
de la membrane externe afin de détecter la présence de la protéine par Western Blot
grace a des anticorps anti-histidine. Comme l'indique la figure 75, les protéines
mutantes sont bien présentes dans la membrane externe. Toutefois, il semblerait
que la protéine OprM-Y404F n’y soit présente qu’en trés faible quantité (piste 4). Afin
de s’assurer qu’elle n'est pas retenue de maniére prolongée dans la membrane
interne suite a un défaut d’adressage, nous avons également analysé cette fraction
membranaire et une fois de plus cette version mutante y est présente en quantité
moindre que les autres versions d’OprM. Il semble donc que cette forme soit plus
faiblement exprimée que les autres ou partiellement dégradée de maniéere rapide. De
plus, nous avons pu noter que le quadruple mutant semble trés efficacement adressé
a la membrane externe, car, contrairement aux autres mutants, il est pratiquement

absent des extraits de membrane interne.
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pME6001 OprMwt OprM OprM  OprM OprM OprM  OprM Contréle + OprM
R403L Y404F D416A R419A R403L D416A Quad Mut
Y404F R419A

Fig. 75 : Western Blot réalisé sur des extraits de membrane externe a partir de
cultures de différents mutants d’'OprM

Apres solubilisation préférentielle de la membrane interne par le N-Lauryl-
Sarcosyl, la fraction de membrane externe isolée est déposée sur gel SDS-Page
puis transférée sur une membrane PVDF et la présence des formes sauvages ou
mutantes d’OprM est détectée par un anticorps anti-His. Un aliquot d’OprM purifié
est déposé sur une piste comme contréle positif. Un controle négatif est
également déposé a partir d’'une culture du vecteur pME6001 ne contenant pas
d’insert.

3.4.Interaction avec MexA par BN-PAGE

Nous avons souhaité vérifier si les différents niveaux de résistance des mutants et
notamment la faible résistance du mutant Y404F ne pouvaient pas s’expliquer par
une perte d’interaction avec MexA. Pour cela, nous avons réalisé des gels BN-PAGE
comme ceux présentés dans le chapitre | pour la version sauvage d’OprM. Nous
avons choisi d’étudier 4 mutants : 2 mutants simples (OprM D416A et OprM Y404F)
et 2 mutants doubles (OprM R403L-Y404F) et (OprM D416A-R419A) que nous
avons purifiés de maniére similaire a la version sauvage de la protéine. La figure 74
montre que les mutants d’OprM forment toujours des triméres (pistes A3, A4, B5 et
B6) et que malgré les mutations d’acides aminés localisés dans I'extrémité
périplasmique d’OprM, ils conservent leur capacité a interagir avec MexA (pistes A5,
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A6, B3 et B4). Ces résultats sont toutefois compatibles avec les observations faites
sur les mutants équivalents de TolC pour lesquels la résolution de la structure
cristallographique a montré I'apparition d’'une crevasse plus importante que dans la
forme sauvage de la porine qui correspondrait a la zone d’interaction de la protéine
MFP (Bavro, Pietras et al. 2008; Pei, Hinchliffe et al. 2011). Nous serons donc
amenés a veérifier la présence d’une telle poche d'interaction sur les mutants d’OprM

étudiés par la résolution de leurs structures cristallographiques.

183



Partie III — Résultats & Discussion

Chapitre III — Caractérisation de mutants de I’ouverture périplasmique d’OprM par
complémentation

Y404F D416A OprMwt

OprM  OprM + + +
Y404F D416A MexA MexA MexA

Alb Apo bc1

500kDa
A/ Gel Simples
Mutants
R403L D416A
Y404F R419A OprM OprM OprMwt
Apo  Alb + + R403L D416A + bc1

MexA MexA Y404F R419A MexA
000kDa
00kDa

B/ Gel Doubles
Mutants

Fig. 76 : Mise en évidence de l'interaction des mutants d’'OprM avec MexA par
BN-PAGE

L’interaction de deux simples mutants d’OprM (Y404F et D416A) (A/) ou de deux
doubles mutants (R403L-Y404F et D416A-R419A) (B/) a été testée sur gel bleu
natif. Les complexes bipartites formés sont indiqués par des fleches rouges dans
le cas des mutants d’OprM et vertes pour OprMwt utilisé comme contréle positif.
Des protéines témoins ont été utilisées comme marqueur de masse (pistes 1B et
2A : Apoferritine, pistes 1A et 2B : Albumine, pistes 8A et 8B cytochrome bc1).
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3.5. Etude de I'influx a travers OprM

N’ayant obtenu aucun mutant hyper-résistant vis-a-vis de I'ensemble des
antibiotiques par rapport a la forme sauvage d’OprM , I'hypothése de I'existence
d’'une diffusion passive des antibiotiques a travers les mutants d’'OprM qui
contrebalangerait une partie de l'efflux, devait étre posée. Pour tester cette
hypothése nous avons donc cherché un moyen de n’étudier que ce phénoméne
d'influx a travers OprM. Cette étude se voulait étre également une premiére
approche permettant d’évaluer de maniére indirecte le niveau d’ouverture de chaque
mutant d’OprM.

Une expérience a été concue en se basant sur les travaux de Bavro, Pietras et al.
(2008) dans lesquels il a été observé une diffusion passive de la vancomycine au
travers d’'un mutant d’ouverture de TolC (TolC Y362F-R637E). Cet antibiotique est
normalement utilisé uniquement contre les bactéries a Gram positif car il ne peut
franchir la membrane externe des bactéries a Gram négatif via les porines classiques
du fait de sa taille (1450 Da). Si une souche a Gram négatif exprimant une protéine
de type OMF ouverte, devient sensible a cet antibiotique c’est donc qu’il a pénétré
dans la bactérie grace a cette ouverture. Dans notre cas nous avons d’abord utilisé
une souche d’E. coli délétée de TolC et la souche sauvage correspondante que nous
avons transformées avec 4 mutants d’'OprM présentant des niveaux différents de
résistance aux antibiotiques. OprM n’étant pas fonctionnelle avec AcrA-AcrB
(Tikhonova, Wang et al. 2002; Stegmeier, Polleichtner et al. 2006) et TolC n’étant
pas présente, nous nous prémunissons ainsi de tout phénomeéne éventuel d’efflux ou
d’'influx via TolC. Nous avons également analysé linflux de la vancomycine
directement dans les souches de Pseudomonas aeruginosa afin d’étudier
notamment le niveau d’ouverture du quadruple mutant dont le phénotype se

distingue des autres mutants.
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Les résultats présentés dans la figure 77 montrent que les quatre mutants testés
dans les souches wt d’E. coli ou délétées de TolC, se comportent comme la forme
sauvage d’OprM transformée dans ces mémes souches. Toutefois, on peut noter
que la souche wt d’E. coli présente une CMI plus faible que la souche
correspondante délétée de TolC. Ceci indique donc qu’a forte concentration la

vancomycine est capable de pénétrer au travers de TolC.

Si l'on s’intéresse a présent aux souches de Pseudomonas aeruginosa, on peut
remarquer que I'on n'observe plus cet effet lié a la perte de la protéine OMF. En effet,
la souche PAO1wt et PAO1AOprM possedent toutes les deux une CMI supérieure a
512 mg/L. Ceci suggére donc que méme a forte concentration la vancomycine ne
peut pas pénétrer dans la bactérie via OprM. Nous avons donc ici une illustration
d’'une organisation structurale différente de ces deux protéines OMF de pompes
d’efflux d’organismes voisins. Ceci peut s’expliquer notamment par des différences
locales observées a partir des structures cristallographiques dans la région du
tonneau 3. En effet, sur une coupe transversale au niveau de la membrane, OprM
présente un tonneau 3 triangulaire contrairement a TolC pour lequel il est plutot
cylindrique. De plus, les boucles extracellulaires qui ferment la partie supérieure de la
porine laissent une ouverture de 6 A dans le cas de TolC contre 3 A seulement pour
OprM (Phan, Benabdelhak et al. 2010). Ces variations peuvent expliquer la
différence de comportement de ces deux protéines pourtant voisines lorsqu’elles
sont mises en présence d'une forte concentration de vancomycine. Enfin, on peut
noter que la CMI pour la vancomycine dans les souches de Pseudomonas
aeruginosa est supérieure a celle des souches d’E. coli, illustrant la présence d’'une
membrane externe plus imperméable chez le bacille pyocyanique et chez le

colibacille.

En ce qui concerne les mutants d’'OprM transformés dans la souche PAO1AOprM,
seul le quadruple mutant devient sensible a la vancomycine avec une CMI de
128 mg/L contre plus de 256 mg/L pour les autres mutants qui se comportent comme
la forme sauvage d’OprM. Nous avons donc ici I'indication probable d’un niveau
d’ouverture plus important pour ce mutant d’OprM. Il semblerait donc que seule la

rupture des trois liaisons assurant la constriction périplasmique (2 liaisons hydrogéne
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D205-Y404 et D409-R403 et un pont salin D416-R419) permette d’ouvrir

constitutivement la porine OprM.

800 |
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500 |
400 -
300 ‘\‘
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100 |
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E. Coli ATolC

E. Coli wt

B E. Coliwt

W E. Coli ATolC

B PAO1IWt
PAO1AOprM

Fig. 77 : Evaluation de I'influx de vancomycine au travers des mutants d’OprM

La CMI pour la vancomycine a été déterminée par la méthode de dilution en milieu
agar. Les résultats sont présentés sous forme d’histogrammes, colorés en bleu pour
la souche d’E. coli sauvage, en cyan pour la souche d’E. coli délétée de TolC, en
rouge pour le contréle de la souche PAO1wt et en orange pour la souche
PAO1AOprM transformée avec les différents plasmides. Les contrbles de chaque
souche non transformée et transformée avec le plasmide pME6001 seul ou
contenant OprMwt, sont regroupés sur la gauche de la figure, alors que les mutants
d’OprM transformés dans les différentes souches sont concentrés sur la droite.

Ce résultat tres prometteur nous incite a poursuivre plus particulierement I'étude de
ce mutant in vitro. Dans cet objectif, il sera nécessaire de le cloner dans un vecteur
de sur-expression comme cela a déja été fait pour les autres mutants. Ainsi il sera
possible de surproduire la protéine correspondante pour des expériences
d’électrophysiologie, des essais de cristallisation etc... En effet, nous avons peut
étre, au travers de ce mutant, un outil qui nous permettra de décortiquer précisément

le mécanisme d’ouverture en diaphragme de la porine OprM.
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Toutefois, nous ne pouvons toujours pas a I'’heure actuelle expliquer le phénotype si

particulier de ce mutant. Plusieurs hypothéses s’offrent a nous et nous serons donc

amener a les vérifier une a une :

'hyper-résistance préférentielle vis-a-vis des aminoglycosides de ce
quadruple mutant nous fait penser tout d’abord a une sur-expression du
systéme MexXY. On peut envisager que ce mutant d’ouverture d’'OprM va
étre « mobilisé » par la pompe MexXY et ne sera donc plus totalement
disponible pour la pompe MexAB, expliquant le niveau de résistance
intermédiaire observé dans le paragraphe 3.2 vis a vis des [-lactamines.
Toutefois, outre ce phénotype lié aux aminoglycosides, la caractéristique
de la sur-expression de cette pompe est une diminution de la CMI pour la
ciprofloxacine et le céfépime. Or, dans notre cas, le diameétre observé pour
la ciprofloxacine reste largement supérieur a celui d’'OprMwt et la CMI
obtenue en milieu gélosé n’est pas plus basse que certains autres mutants.
N’utilisant pas habituellement de disque de céfépime, il va s’avérer
nécessaire d’effectuer ce contréle pour ce mutant afin de clarifier
rapidement le statut de la pompe MexXY. Dans un deuxiéme temps, nous
ferons appel a nos collaborateurs microbiologistes de Besangon, pour une
mesure plus précise du niveau d’expression de ce systéme par RT-PCR

quantitative.

Il est également envisageable que I'hyper-résistance de ce mutant vis a vis
des aminoglycosides soit d’origine enzymatique, via le géne de résistance
plasmidique. Néanmoins, il est peu probable que ce phénoméne ne se
produise que pour ce mutant précis et pas pour les autres. Afin d’écarter
totalement cette hypothése, il faudrait de cloner le mutant dans un autre
vecteur porteur d’'une résistance autre que celle d’'un aminoglycoside et
compatible avec une utilisation dans les souches de Pseudomonas

aeruginosa.
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- Une troisitme hypothése serait la survenue malencontreuse d’un
événement mutationnel lors de la transformation de la souche PAO1AOprM
par ce plasmide. Il pourrait s’agir d’'une mutation au niveau de MexXY mais
également au niveau ribosomal (cible de cette famille d’antibiotiques) ou
une mutation ailleurs? Cette hypothése étant trés vaste, le moyen rapide
de s’en affranchir serait de refaire des cellules compétentes, une nouvelle
transformation par ce plasmide puis voir si aprés sélection de quelques

clones, tous présentent a nouveau ou non le phénotype observé.

Enfin, on peut toujours simplement envisager que c’est bien la conjugaison
seule de ces quatre mutations qui soit a I'origine de ce phénotype grace a une
meilleure affinité d’OprM pour MexXY que la forme sauvage de la porine ou
une meilleure affinité vis a vis de cette famille d’antibiotiques. Si les
hypothéses précédentes sont écartées, il faudrait alors s’engager dans des
mesures d’affinité protéine/protéine ou protéine/antibiotique par des méthodes

de Biacore ou d’ITC par exemple.

3.6. Electrophysiologie & Cristallographie

Deux approches nous sont apparues pertinentes pour caractériser in vitro le niveau
d'ouverture des mutants d’OprM. Il s’agit de [Iélectrophysiologie et de la

cristallisation.
3.6.1. Cristallisation

La cristallisation nous offre la possibilité de mettre en évidence les changements
conformationnels induits par chaque mutation et une caractérisation a I'échelle

atomique du degré d’ouverture de chaque mutant.

Pour cela, une production importante de chaque protéine est nécessaire afin de
pouvoir réaliser des essais de cristallisation. Les mutants OprM Y404F, OprM
R403L-Y404F et OprM D416A-R419A, re-clonés dans un vecteur d’expression,

ont été produits et purifiés selon la méme procédure que la forme sauvage mais
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les quantités obtenues a I'heure actuelle resteent insuffisantes pour envisager des
essais de cristallisation. || semble donc nécessaire avant tout d’optimiser le
protocole de purification de ces mutants.

En revanche différentes pistes de cristallisation ont été obtenues pour le mutant
OprM D416A lors dun premier criblage effectué a l'aide d'un robot de
cristallisation en utilisant les kits JCSG | a IV (Qiagen). Les cristaux obtenus
présentent principalement une morphologie qui laisse apparaitre des sections 2D
en forme d’hexagones ou de triangles (Fig. 78A et B). Parmi toutes ces conditions
mises en évidence, certaines ont été sélectionnées pour étre reproduites et
optimisées en boite Linbro 24 puits et en gouttes suspendues. La condition la plus
prometteuse a cette étape est celle issue du kit JCSG Il puits F9 (0,1 M MES
pH 6, 0,8 M Sulfate d’Ammonium) (Fig. 78C).
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A/ Condition JCSG | - B6 B/ Condition JCSG Il — G6
0.8 M Sodium dihydrogen phosphate 0.07 M Sodium acetate pH 4.6

0.8 M Potassium dihydrogen phosphate 5.6 % PEG 4000

0.1 MHEPES pH 7.5 30 % Glycerol

C/ Optimisation de la condition JCSG | - B6

0,1'M MES pH 6
0,6M Ammonium Sulfate

Fig. 78 : Exemples de pistes de cristallisation du mutant OprM D416A

Le mutant OprM D416A concentré a 5 mg/mL dans du Tris pH8 20 mM,
Glycérol 10% (v/v), B-OG 0,9% (w/v) a donné plusieurs pistes de cristallisation aprés
criblage de différentes conditions avec le robot Cybio-HTPC (A/ et B/) dont certaines
ont été optimisées manuellement en boite 24 puits en utilisant la technique de goutte
suspendue (C/).

Plusieurs cristaux issus des boites Greiner et Linbro ont été testés sur les lignes
ID29 de 'ESRF ou Proxima1 de SOLEIL. Malheureusement la meilleure diffraction
obtenue & I'heure actuelle est de 8 A, ce qui est insuffisant pour pouvoir résoudre

la structure de ce mutant. De nouvelles optimisations seront donc nécessaires.
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3.6.2. Electrophysiologie

L’électrophysiologie nous a déja quant a elle permis de mesurer la conductance
de la forme sauvage d'OprM. Nous espérons donc pouvoir observer une
augmentation de cette conductance pour certains de nos mutants, reflétant une
plus grande ouverture du canal de la porine. Nous devrions obtenir une mesure
plus précise du niveau d’ouverture que par les expériences avec la vancomycine.
Nous pourrons ainsi trés probablement discriminer davantage les résidus
importants pour le réarrangement des hélices périplasmiques. Trois mutants
(OprM Y404F, OprM R403L-Y404F et OprM D416A-R419A) ont été purifiés en
petite quantité et donné tout récemment a nos collaborateurs de I'équipe de Bruno
Lepioufle a FTENS Cachan, nous n’avons donc pas encore pu obtenir de valeurs

pour I'instant.

3.7.Etude de I'effet des polyamines sur OprM

Une derniére étude a été menée dans l'objectif de rechercher un inhibiteur potentiel
d’OprM a partir de molécules déja connues pour leur blocage des porines. En effet,
les polyamines (Fig. 79) sont des agents polycationiques retrouvés chez les
eucaryotes animaux dans toutes les cellules (a I'exception de la cadavérine, d’origine
bactérienne) et dont l'activité de modulation de canaux ioniques a été caractérisée
depuis plus d’'une décennie (Johnson 1996; Williams 1997; Williams 1997). De plus,
il a également été montré que les polyamines pouvaient inhiber les porines OmpF et
OmpC d’Escherichia coli (Samartzidou and Delcour 1999; lyer, Wu et al. 2000).
Cependant, plus récemment, un effet opposé a été observé sur la résistance aux
antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa selon les familles d’antibiotiques: les
polyamines induisent une résistance aux peptides cationiques, aux aminoglycosides
et aux quinolones alors qu’elles généerent une sensibilité accrue aux R-lactamines, au
chloramphénicol ou encore au triméthoprime (Kwon and Lu 2006; Kwon and Lu
2006).

192



Partie III — Résultats & Discussion

Chapitre III — Caractérisation de mutants de 1’ouverture périplasmique d’OprM par
complémentation

H H
Ao~ N~ _~_~NH
HZN/\/\/N>/\/NH2 HZN/\/\H -~ 2
Spermidine Spermine
H N\/\/\
H,NT "> NH, ? NH,
Cadavérine Putrescine

Fig. 79 : Structure des polyamines

A partir de ces informations bibliographiques, nous nous sommes demandés si cette
sensibilité aux R-lactamines pouvait s’expliquer par un blocage d’OprM de maniére
similaire aux porines classiques d’E. coli, laissant ainsi entrevoir la possibilité de
trouver un inhibiteur des pompes d’efflux. Le pharmacophore serait basé sur un
squelette polyamine, et serait capable de potentialiser 'administration d’'un traitement
a base de R-lactamines. De plus, le mutant D371A-D374A de TolC (équivalent a
notre mutant D416A-R419A d’'OprM) n’étant plus sélectif vis-a-vis des ions
(Andersen, Koronakis et al. 2002), il semblait que ces résidus de I'extrémité
périplasmique soient un site de liaison pour les cations et donc un site
potentiellement blocable par des polyamines.

Nous avons donc examiné l'effet de la spermine sur la résistance a la ticarcilline
dans les souches de Pseudomonas aeruginosa dont nous disposions. Le choix de
cet antibiotique particulier a été motivé par 'amplitude de variation de résistance
observée entre la souche PAO1wt et la souche PAO1AOprM (facteur 8 a 32) qui
nous promettait de voir méme des niveaux intermédiaires de résistance en présence
de polyamines. L'étude a été menée par mesure de la CMI en milieu liquide sur 6
souches : 3 pour la souche PAO1wt et 3 pour la souche PAO1AOprM, chacune étant
exprimée seule, ou transformée par le vecteur pME6001 ou encore par le plasmide
pMEGO001-OprMwt. Les résultats présentés dans la figure 80), confirment tout d’abord
I'effet décrit par Kwon and Lu (2006) puisque I'on observe une diminution de la CMI
d’un facteur 4 lorsque les souches sont incubées avec 1 mM de spermine. Le niveau
de cet effet est similaire pour la souche PAO1wt et la souche PAO1AOprM qui
passent d’'une CMI pour la ticarcilline de 16 a 4 et de 2 a 0,25 respectivement. La
présence du vecteur seul dans les souches ne génére aucun effet particulier. Enfin,
comme nous l'avions montré dans le paragraphe 3.2, en I'absence de polyamine, la

complémentation de la souche PAO1AOprM par le plasmide pME6001-OprMwt
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permet de restaurer la résistance a un niveau similaire a celui de la souche PAO1wt
(16 pg/mL). En présence de spermine a 1 mM, contrairement a notre hypothése
initiale, on restaure également la résistance de la souche mutante au méme niveau
que la souche sauvage (4 pg/mL). Ceci indique donc que la spermine a bien un effet
sur la sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux R-lactamines, mais que cet effet
est indépendant d’'une action du systéme d’efflux MexAB-OprM ou du moins de la
porine OprM. Bien que décevants, ces résultats sont en accord avec les observations
faites sur une souche mutante AAcrA d’E. coli qui écartent les pompes d’efflux

comme mécanisme cible des polyamines (Kwon and Lu 2007).

CMI de la Ticarcilline (mg/L)
déterminée en milieu liquide
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Fig. 80 : Effet de la spermine sur les souches PAO1wt et PAO1AOprM

Les souches PAO1wt et PAOTAOprM seules (en rouge et vert foncé
respectivement) ou transformées par le plasmide pME6001 vide (en orange et
vert clair respectivement) ou contenant le géne oprM sauvage (en violet et cyan
respectivement) ont été cultivées en absence (a gauche) ou présence de
spermine a 1 mM (a droite) et la résistance a la ticarcilline déterminée dans
chacun des cas.
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4. Modélisation de mutants cliniques

Dans le cadre de la collaboration établie avec le laboratoire de bactériologie de
Besangon pour notre apprentissage des expériences de complémentation, I'équipe
du Professeur Patrick Plésiat a fait appel a notre savoir-faire en biologie structurale
pour modéliser le régulateur MexZ de la pompe MexXY-OprM et la porine d’entrée
des carbapénémes, OprD. Ces modélisations ont pour objectif de les aider a
expliquer l'effet de mutations qu’ils ont pu retrouver au sein de souches cliniques

multi-résistantes de Pseudomonas aeruginosa.

4.1.Modélisation de MexZ

MexZ est le régulateur négatif de I'expression de mexXY. La répression qu'il exerce
est levée en présence dantibiotiques inducteurs. L'expression de la pompe
MexXY-OprM qui en résulte, génére une résistance aux aminoglycosides.
L’'importance clinique de MexZ est illustrée par I'étude de Smith et al. dans laquelle
18 des 29 patients étudiés portent des mutations sur le géne mexZ responsable
d’'une résistance acquise aux antibiotiques (Smith, Buckley et al. 2006). L’étude de
son mécanisme d’action et de sa régulation semble donc primordiale pour mieux

comprendre I'adaptation et la résistance de Pseudomonas aeruginosa.
4.1.1. Construction du modéle de MexZ

Nous avons utilisé la séquence de MexZ de la souche PAO1 déposée sur la base
de données de Pseudomonas (http://www.pseudomonas.com/) puis procédé a
une modélisation de sa structure grace au serveur CPHmodels
(http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/) qui utilise les structures disponibles
dans la Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) comme
support de travail. Ce programme se base sur un alignement local de séquence
des protéines en tenant compte des structures secondaires et des surfaces
accessibles. La protéine identifié¢e comme possédant la plus forte homologie
structurale avec MexZ était TtgR (code PDB : 2UXI) avec un Z-score de 2°% ' les
deux protéines possédant 70% d’homologie de séquence. Nous avons donc

obtenu a partir de cette structure, un modéle du monomeére de MexZ (Fig. 81A).
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Nous accordons une grande confiance a la qualité de ce modéle aux vues de la
proximité des deux protéines, tant d’un point de vue de leur séquence primaire

que de leur architecture globale.

MexZ appartient a la famille des régulateurs TetR qui agissent sous la forme d’un
dimére comme répresseurs en se liant sur le grand sillon de 'ADN par leur
domaine HTH N-terminal. Nous avons donc généré le dimére de MexZ a partir de

TtgR afin de pouvoir visualiser l'interface de dimérisation.

Nous avons enfin construit un modéle de MexZ lié a 'ADN afin d’analyser la
surface d’interaction. Nous avons pour cela utilisé dans la base de données PDB
une structure du complexe TetR/ADN qui porte le code 1QPIl. Le modéle du
complexe MexZ-ADN a été ensuite obtenu par simple superposition du dimére de
MexZ sur celui de TetR grace au programme COOT et en gardant comme ADN
modele celui de TetR (Fig. 81B). Notre modele ayant pour obijectif principal de
localiser I'environnement des acides mutés, nous n’avons pas réalisé de

minimisation des contacts entre le dimére de MexZ et 'ADN de TetR.

Fig. 81: Modélisation du répresseur MexZ

(A/) Modélisation de la structure en rubans d’un dimére de MexZ. Le premier
monomeére du modele de MexZ est coloré en or et superposé avec le monomere de
TtgR (couleur argent) ayant servi de référence. Le second monomére de MexZ est
coloré en rose. (B/) Modélisation du dimére de MexZ sous sa forme liée a 'ADN.
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4.1.2. Description générale de la structure cristallographique de MexZ

Au cours de notre travail de modélisation, la structure tridimensionnelle de MexZ
(code PDB : 2WUI) a été résolue par Alguel, Lu et al. (2010). Cette structure,
résolue dans le groupe d’espace H32, présente un monomeére par unité
asymeétrique. MexZ posséde bien, comme l'indiquait notre modéle, une structure
toute en hélices a composée de neuf hélices. Les protéines de la famille TetR sont
caractérisées par des domaines de liaisons a 'ADN conservés et des domaines
de liaison de ligands variables (Ramos, Martinez-Bueno et al. 2005). On retrouve
donc les hélices a1-a3 qui correspondent au domaine de liaison a 'ADN (DBD
pour DNA binding domain) et les hélices a4-a9 qui constituent le domaine
C-terminal (CTD) (Fig. 82A). Les hélices a5, a8, a9 et la partie supérieure de
I'hélice a7 forment un groupe d’hélices avec un cceur hydrophobe alors que les
hélices a4 et a6 et la partie inférieure de I'hélice a7 sont en liaison étroite avec le
domaine DBD. Des changements au niveau du domaine CTD peuvent donc étre

transmis au domaine DBD le long de I'hélice a7.

Si 'on compare notre premier modeéle a la structure cristallographique on obtient
pour la forme monomérique un écart quadratique moyen (rmsd) de 3 A calculé sur
183 Ca atomes. Cet écart atteint 5,2 A lorsque I'on superpose le dimére obtenu
par symétrie cristallographique a notre modéle lié a I'ADN (Fig. 82B). Notre
modeéle est un peu plus étroit notamment au niveau du DBD. En effet, on observe
un basculement des deux monomeéres l'un par rapport a lautre qui permet
'ajustement du DBD sur 'ADN en rapprochant les hélices a1-a3 du sillon de
'’ADN. En revanche, la structure cristallographique du dimére de MexZ décrite par
Alguel, Lu et al. (2010) semble étre moins compatible avec linsertion de ce
domaine DBD dans les grands sillons de 'ADN (distance de 60 A entre les hélices
a3 contre 34 A entre les sillons). Alguel, Lu et al. (2010) proposent d’ailleurs que
la conformation adoptée dans le cristal corresponde a MexZ sous forme
« activée », détachée de I'ADN, ce qui va dans le sens de la différence observée.
La transition d'une forme a lautre semble nécessiter un mouvement de

« respiration » dont la charniére se situerait au milieu de I'hélice a7 a hauteur du
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résidu Phe136. Nous avons par ailleurs pu conforter cette hypothése de transition
« forme ouverte » vers « forme liée » par une analyse en modes normaux.
Toutefois, seule la résolution de la structure cristallographique de MexZ en
complexe avec la séquence palindromique intergénique permettrait de valider

complétement notre modéle.

Fig. 82: Structure cristallographique du répresseur MexZ

(A/) Structure en rubans d’un monomere de MexZ (Alguel, Lu et al. 2010).
(B/) Superposition du dimere cristallographique de MexZ et de notre modéle de
MexZ lie a 'ADN. Le dimere cristallographique est coloré en bleu et MexZ modélisé
sous forme liée a 'ADN est coloré en gris. Le point charniére du mouvement
permettant de passer d’une forme a l'autre est indiqué par une boule verte.

4.1.3. Analyse des mutations retrouvées sur les souches cliniques

Les mutations sur MexZ (mutations de type agrZ) retrouvées par I'équipe de
P. Plésiat dans les souches cliniques de Pseudomonas aeruginosa génerent
toutes une surexpression du systeme defflux MexXY. Toutefois, les
conséquences de ces mutations ne sont pas toutes du méme ordre et nous avons

évidemment exclu pour notre modélisation tous les mutants correspondant a des
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délétions ou des insertions qui aboutissent évidemment a la formation d’'une

protéine aberrante, pour ne garder que les substitutions d’acides aminés (Fig. 83).

Strains  Genotype Mucations fn Alter.ation i‘,‘ M (el ex;')’:'z:s}ilon
gene mexZ  protein MexZ TOB AMK APR CIP FEP CAZ TIC oyl
PAO1Bes Wild-type - - 05 4 16 0125 4 2 16
4465 agrZ ~ C95A,G593T  T32N,S1981 2 16 64 0125 8 2 32 259
4634 agrZ C113T A38V 128 16 256 16 8 16 64 304
3060 agrZ T143C V48A I 8 64 32 16 4 o4 23
2508 agr  GC584-585AA GI195SE 128 8 32 32 16 4 32 189
2843 agrZ C431T Al44V 05 4 32 05 8 2 16 152
3245 agrZ ~ GS15A,TS75A G172D,F192Y 2 16 64 32 16 4 32 18.4
3229 agrZ G149A G50D 2 8 64 05 16 4 32 351
3135 agrZ C382A L128M 1 8 32 05 8 2 32 219
4173 agrZ G176A C59Y 2 16 64 05 8 2 16 13.5
2338 agrZ GI136A G46S 1 8 32 05 8 2 32 215
2283 agrZ T47C 16T I 32 64 8 16 2 16 367

Fig. 83: Caractéristiques des mutants cliniques de MexZ (mutants agrZ)

La résistance des mutants agrZ a éte testée vis a vis de 7 antibiotiques : tobramycine
(TOB), amikacine (AMK), apramycine (Apr), ciprofloxacine (CIP), céfépime (FEP),
ceftazidime (CAZ) et ticarcilline (TIC). Le niveau d’expression de la pompe MexXY a
été evalué par « reverse transcription » du gene mexy.

Afin de pouvoir émettre des hypothéses sur la relation entre mutation et
phénotype nous avons représenté les différents mutants sur notre modéle de

MexZ lié a 'ADN (Fig. 84). lls se répartissent clairement en trois groupes :

- Le premier groupe représenté en bleu sur la figure 82, comprend les
résidus Thr32, Gly46 et Gly50. Ces acides aminés se situent en contact
direct avec 'ADN. Leur mutation en acides aminés possédant une chaine
latérale plus longue (T32N, G46S, G50D) semble pouvoir géner la liaison
de MexZ a I'ADN. |l en résulterait une dé-répression de I'expression de
mexXY. C’est bien ce qu'observent nos collaborateurs par « reverse
transcription », avec une expression de mexY supérieure de 20 a 30 fois
comparée a la souche PAO1wt. Par ailleurs, une simple mutation de la

glycine 46 en valine a également été décrite comme abolissant totalement
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la liaison de MexZ sur un fragment de 39pb situé dans la région promotrice
de mexX (Alguel, Lu et al. 2010).

Le second groupe est constitué des acides aminés Gly172, Gly195 et
Ser198, représentés en jaune sur la figure 84. Tous ces résidus
composent linterface de dimérisation. Leur mutation en Asp, Glu et lle
respectivement peut donc perturber la formation du dimeéere. En effet,
lintroduction d’'une géne stérique (lle) ou de charges de méme nature
(Asp, Glu) au niveau de l'interface va plutét étre défavorable a la formation
du dimére dans une conformation telle que nous I'avons représentée dans
notre modéle. Dans TtgR, qui est un autre membre de cette famille de
régulateurs, le résidu équivalent a la Gly172 est ’Arg176, un acide aminé a
longue chaine dont la mutation en Gly ne modifie que trés Iégérement la
fixation du ligand sans affecter les fonctions effectrices du régulateur
(Daniels, Daddaoua et al. 2010). Toutefois il est possible que dans le cas
de MexZ ces mutations aient un effet plus drastique sur le fonctionnement
du régulateur sans modulation possible de I'effet par la fixation d’un ligand.
En effet, MexZ n’interagit pas avec les petites molécules qui induisent
I'expression de la pompe MexXY bien qu’il posséde une cavité similaire a

la poche de liaison retrouvée chez d’autres protéines de la famille TeatR.

Le dernier groupe comporte des résidus distribués tout au long du reste de
la structure. Situés au coeur de la structure (Cys59 et Phe192) ou aux
interfaces entre hélices (lle16, Ala38, Val48, Ala144), ces acides aminés
mutés peuvent perturber la structure tridimensionnelle de MexZ. Hormis
cet aspect structural, quelques autres points sont a souligner concernant
ces acides aminés. Phe192 fait partie de la poche de liaison des
antibiotiques décrite dans plusieurs membres de la famille TetR et le
mutant clinique touché par cette mutation présente en plus la mutation
G172D située dans I'hélice a8 non loin de I'extrémité inférieure de cette
poche de fixation. Comme MexZ ne semble pas fixer de ligand, on peut
donc imaginer que la combinaison de ces deux mutations mime les

changements structuraux induits par la fixation d’'un antibiotique afin de
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lever la répression transcriptionnelle. La Cys59 se situe au bas de I'hélice
o4 supposée impliquée dans la transmission des changements
conformationnels au domaine DBD. Sa mutation en Tyr peut donc rigidifier
localement I'hélice et empécher cette transmission. L'Ala38 se situe sur
I'hélice a2 a proximité de 'ADN sur notre modéle. Bien que ce soit I'hélice
a3 (résidus 45-53) qui soit considérée comme I'hélice de reconnaissance

de 'ADN, Ala38 pourrait également faire partie des acteurs de la liaison a
I’ADN.

Enfin, la mutation touchant la leucine 128 semble plus difficile a expliquer car elle
se situe sur la surface extérieure de la molécule. Cependant, dans la structure de
SimR, un régulateur transcriptionnel de la famille TetR chez Streptomyces
antibioticus, deux hélices supplémentaires insérées entre I'hélice C-terminale et
'extension N-terminale et couvrant la région contenant le résidu équivalent a
Leu128 semblent jouer un réle régulateur (Le, Schumacher et al. 2011). On peut
donc émettre I'hypothése que la mutation L128M compromette la régulation de
MexZ, peut étre au travers d’'une interaction avec un autre partenaire tel que le
produit du géne PA5471 dont on sait qu’il interagit avec MexZ, réduit sa liaison a
'ADN et augmente I'expression de MexX (Morita, Sobel et al. 2006; Yamamoto,
Ueda et al. 2009).
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Ala144

Phe192

Leu128

Cys59
lle16
Thr32
\ Val48
Gly50

Gly46

Ala38

Fig. 84: Localisation des acides aminés mutés des souches cliniques agrZ sur le
modéle de MexZ lié a '’ADN

Les monomeres du modele de MexZ sont colorés en cyan et vert. Les mutations sont
matérialisées par des boules représentant les chaines latérales des acides aminés et
colorées en bleu pour celles impliquées dans la liaison a '’ADN, en jaune pour celles
situées a linterface du dimére et en rouge pour toutes les autres. Les ligands
(Tétracycline, Chloramphénicol et Naringénine) retrouvés dans les structures
complexées de TtgR sont indiqués afin de matérialiser I'hypothétique poche
d’interaction des ligands.
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4.2 .Modélisation d’'OprD

Notre collaboration avec le laboratoire de bactériologie de Besangon s’est renforcée
suite a une demande du docteur Catherine Llanes de modélisation de mutants de la
porine OprD. L’étude qu’elle méne vise a caractériser des souches collectées dans
dix centres hospitaliers francais et isolées a partir de crachats de patients atteints de

la mucoviscidose.

Toutes ces souches présentent une résistance accrue a l'imipénéme associée
parfois a une résistance aux autres carbapénémes (méropénéme et doripénéme).
Classiquement, trois mécanismes peuvent étre responsables d’une résistance aux
carbapénémes : I'expression par le pathogéne de carbapénémases (Hocquet, Plesiat
et al. 2010; Borgianni, Prandi et al. 2011), la surexpression des systemes d’efflux
(Quale, Bratu et al. 2006) ou encore un influx réduit de ces antibiotiques consécutif a
des modifications de la porine OprD (Yoneyama and Nakae 1993). La plupart des
souches cliniques de Pseudomonas aeruginosa résistantes aux carbapénémes
présentent des altérations au niveau de la porine OprD mais c’est uniquement la
résistance a limipénéme qui est la signature de ce type de mécanisme de
résistance. En effet, une résistance accrue au méropénéme et au doripénéme peut
résulter d’une sur-expression du systéme d’efflux MexAB-OprM contrairement a

'imipénéme qui n'est pas substrat de cette pompe.
4.2.1. Structure générale et variabilité inter-souches

Si les autres beta-lactamines pénétrent via la porine OprF chez Pseudomonas
aeruginosa, OprD est la voie d’entrée spécifique des carbapénémes et des acides
aminés basiques. La structure de cette porine de la souche PAO1 a été résolue
récemment (Biswas, Mohammad et al. 2007) afin de mieux comprendre le
mécanisme de transport des substrats par cette famille de protéines.
Contrairement aux porines classiques, OprD semble étre monomérique ou former
des trimeéres labiles. Sa structure comprend un tonneau 3 formé de 18 feuillets et
de nombreuses boucles du c6té extracellulaires parmi lesquelles les boucles L3
(127-130) et L7 (295-297) sont responsables de la forte constriction du pore
(5,5 A\) (Fig. 86).
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L’étude a laquelle nous participons, porte sur des souches cliniques dérivées des
souches PA14 et LESB58 de Pseudomonas aeruginosa. Nous avons donc
regardé dans un premier temps quelle était la variabilité entre les séquences
protéiques d’OprD de ces différentes souches. L’alignement montre une forte
identité de séquence (Fig. 85) et les acides aminés qui varient se concentrent
principalement au niveau des boucles (Fig. 86). D’ailleurs si on prend I'exemple de
la souche LESB58 les variations S34E, S36R et R287G ne sont pas visibles dans
la structure cristallographique d’OprD car situées sur des boucles flexibles. La
variabilité¢ des acides aminés de la région 349-360 correspond a une grande
boucle qui dépasse de la structure. Enfin, les autres résidus variables de cette
souche pointent trés souvent vers I'extérieur de la structure sauf 'acide aspartique
D20 mais sa substitution par une asparagine peut étre considérée comme
suffisamment conservatrice pour ne pas induire de modification structurale
(fonction hydroxyle changée en fonction amine). De méme dans PA14, 6 des 8
acides aminés sont localisés dans des régions non visibles sur la structure
cristallographique d’OprD (T80S, K92T, E162Q, P163G, V166T et R287E) alors
que F147L est sur une boucle périplasmique et orientée vers l'extérieur. La
variation A292G, peu drastique, concerne un acide aminé juste en amont de la
boucle L7 impliquée dans la fermeture de la porine. Enfin, la variabilité des acides
aminés de PA7 se concentre sur trois résidus dont les chaines latérales pointent
vers l'extérieur (V104L, L372F et N407D) et trois autres localisés dans des
boucles non impliquées dans la fermeture de la porine (V303l, L324M et S225E).
La variation G37R est localisée sur une boucle non décrite dans la structure
cristallographique (trop mobile). On observe donc que la variabilité entre les
souches porte sur des substitutions conservatrices (V303Il, V104L, T80S) ou tout
du moins qui conservent le caractére polaire ou apolaire des résidus, a I'exception
de V166T. Ces variations ne semblent donc pas avoir dimpact structural
significatif, ce qui explique pourquoi, d’'un point de vue fonctionnel, les différentes

souches de Pseudomonas aeruginosa présentent des CMI trés proches.
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Numarotation prot mature s 19 20 i

OprD Pa01 1 MEKVMKWSAIA LAVSAGSTQF AVADAFVSDQ AEAKGFIEDS SLOLLLRNYY FNRDGKSGSG

OprD LESB38 1 MEVMKWSAIA LA TQF AVADAFVED(Q AEAKGFIEDS SLNLLLRNYY FNRDGKEGRG

OprD PAl4 1 MEVMEWSAIA LAV ATﬂ'nFVﬁbH AEAKGFIEDS LLLRNYY FNRDGKSGSG

OprD_?A? 1 MKVMKWSAIA LAVSAGSTQF AVADAFVSDQ AEAKGFIEDS SLDLLLRNYY FNRDGKSGS
@0 a0 60 T0 LU S0

OprD Pa01 61 DRVDWTQGFL TTYESGETQG TVGFGVDAFG YLGLELDGTS DKTGTGNLPY MNDGKPRDDY

OprD_LESBSB 61 DRVDWTQGFL TTYESGFTQG TVGFCGVDAFG YLGLKLDGTS DETGTGNLPV MNDGKFRODY

OprD PAL14 61 [OWTQGFL TTYESGFTQG TVGFCGVDAFG YLGLK TS DKSGTCGNLPV MNDGTPRDDY

OprD-?A7 61 DRVDWTQGFL TTYESGFTQG TVGFGVDAFG YLGLKLDGTS DKTGTGNLPV MNDGKPRODY
100 110 120 130 140 150

OprD Pa01 121 SRAGGAVEVR ISKTMLEWGE MOPTAPVFAR GGSRLFEQTA TGFQLOSSEFR EGLDLEACBF

OprD LESB38 121 SRAGGAV ISKTMLEKWGE MQPTAFPVFAA GGSRLFPQTA TGFQLQSSEF EGLDLEAGHF

OprD PAl4 121 arAuuA. [SKTMLEWGE MOPTAPVFAA CGGSRLEFPQTA TGFQLQSSEL EGLDL LﬂukF

OprD_?A? 121 SRAGGALKVR ISKTMLKWGE MOPTAPVFAA GGSRLFPQTA TGFQLQSSEF EGLDLEAGHF
1s0 7 180 199 200 210

OprD Pa01 181 TEGKEPTTVK SRGELYATYA GETAKSADFI GGRYAITDNL SASLYGAELE DIYRQYYLNS

OprD LESB38 181 T:GFEP"TVF :5hEuwaXr GQTAKSADFA GGRYAITDNL SASLYGAELK DIYRQYYLNT

OprD PAL14 181 TEGKQGTTTK S GETAKSADFI GGRYAITDNL SASLYGAELE DIYRQYYLNS

OprD_PA? 181 TEGKOG-TT& aRbE YATYA GQTAKSADFA GGRYAITDNL SASE DIYRQYYLNT
220 z30 240 250 260 270

OprD PAC1 241 NYTIPLASD) SLGEDFNIYR TNDEGKAKAG DISNTTWSLA AAYTLDAHTE TLAYQRVHGD

OprD_LESBSB 241 NYTIPLASD) SLGFDFNIYR TTDEGKSKAG DISNTTWSLA GAYTLDAHTE TLAYQQVHGD

OprD PAl4 241 RYTIPLASD) SLGFDFNIYR TNDEGKARKAG DISNTTWSLA AAYTLDAHTE TLAYQKVHGD

OprD_?A? 241 NYTIPLAED) SLGFDFNIYR TTDEGKSKAG DISNTTWSLA GAYTLDAHTE TLAYQQVHGD
280 2%0 300 310 320 330

OprD Pa01 301 QFFDYIGFGR NGSGAGGDSI FLANSVQYSD ENGPGEKSWQ ARYDLNLASY GVPGLTEMVR

OprD LESB58 301 EPFDYIGFGG NGSGAGGDSI FLANSVQYSD FNGPGEKSWQ ARYDLNLASY GVPGLTFMLR

OprD Pal4 301 QPFDYIGFGE NGEG 5I FLANSV( FNGPGEKSWQ ARYDLNLASY GVPGLTFMVE

OprD_?A? 301 EPFDYIGFGE NNSGGGGODSI FLANSIQYSD FNGPGEKSEWQ ARYDLNMASY GVPGLTFMVR
Jqae %0 b LAY 30 ALl 350

OprD Pa01 361 YINGKDI DGT KMSDNNVEYK NYGYGEDuKP HETNLEAKYV VQSGPAKDLS FRIRQAWHRA

OprD“LESBSB 38l KVDSSSS-YA i HETNLEAKYV VQSGPAKDLS FRIRQAWHRA

OprD PAl4 36l ! KMSDNNVGYK HETNLEAKYV VQSGPAKDLS FRIRQAWHRA

OprD_?A? 361 f-huﬁb:DGT KVDSS5A-YA i HETNFEAKYV VQSGPAKDLS FRIRQAWHRA
400 410 420

OprD Pa01 421 RADQGEGDOR EFRLIVDYPL SIL

OprDﬁLESBSB 419 NADQGEGDQON EFRLIVDYPL SIL

OprD Pal4 421 RADQAEGDQN EFRLIVDYPL SIL

OprD_PA? 419 NADQGEGDQD EFRLIVDYPL SIL

Fig. 85 : Alignement des séquences protéiques d’OprD de plusieurs souches de

Pseudomonas aeruginosa

Les acides aminés strictement conservés entre les différentes souches sont indiqués
en rouge. Les acides aminés qui varient par rapport a la souche PAO1 sont colorés
en bleu (acides aminés similaires) et en noir (acides aminés différents). Les résidus
visibles dans la structure cristallographique d’OprD sont surlignés en jaune.
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Variation
Q278 349-360

B/

Fig. 86: Visualisation des acides aminés variables d’OprD issus de plusieurs

souches de Pseudomonas aeruginosa

(A/) Vue paralléle & la membrane de la structure d’OprD de PAO1. (B/) Vue de
dessus de la porine OprD. Les acides aminés qui different par rapport a la souche
PAO1 sont représentés par des boules. Les variations des souches PA14, LESB58
et PA7sont colorées respectivement en orange, cyan et vert. Les acides aminés
variables communs aux souches LESB58 et PA7 sont indiqués en rose. Les boucles
d’OprD non visibles dans la structure cristallographique sont matérialisées par des
pointillés rouges. La zone comprenant les résidus des boucles L3 et L7 impliqués
dans la constriction du pore du cété extracellulaire est colorée en bleu foncé.
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4.2.2. Evaluation de I'impact structural et fonctionnel des mutations retrouvées

dans les souches cliniques

Les souches cliniques recueillies par nos collaborateurs présentent des niveaux
variables de résistance a I'imipénéme (0,5 a 32 ug/mL) par rapport aux souches
sauvages correspondantes (Fig. 87). Si la plupart des souches présentaient des
mutations introduisant un codon stop ou un décalage du cadre de lecture
responsables de la formation d’'une protéine tronquée ou aberrante, d’autres
possédaient une séquence identique a la protéine sauvage (souches 7-3, 7-4, 7-7,
7-20 et 10-16). Dans ces isolats, le niveau de résistance accrue a I'imipénéme a
pu étre corrélée, par RT-qPCR, a une sous expression du gene oprD, confirmée
également par Western Blot. Dans le cadre de notre étude structurale nous nous
sommes intéressés au troisieme type de modifications : les substitutions d’acides
aminés. Les souches mutantes que nous analysons se répartissent de la fagon
suivante: 1 variant de la souche PAO1 (souche Val02), 2 variants de la souche
PA14 (souches 5-17 et 6-20), 7 mutants de la souche LESB58 (souches 1-2, 1-10,
1-13, 1-17, 5-11, PBI06 et GARO5) et 3 souches intermédiaires entre PA14 et
LESB58 dont la séquence se rapproche plus nettement de la souche PA7 et qui

présentent des mutations communes (Fig. 88 et 89).

Aprées avoir distingué les acides aminés responsables de la variabilité entre les
souches, on peut noter que les souches dérivées de la souche LESB58, de PAO1
et PA14 ne présentent qu’une a deux mutations, il sera donc assez facile de relier
le changement d’acide aminé a I'effet observé. En revanche, les souches mixtes
présentent des profils plus complexes (5 a 7 mutations) et il semble donc plus

difficile de prédire le poids de chaque mutation sur la résistance observée.

L’objectif est ici pour nous, en fonction du caractére conservatif ou non des
substitutions et du réle structural apparent des acides aminés mutés, de
déterminer si les mutations peuvent induire des changements structuraux ou une
déstabilisation thermodynamique de la protéine dans son environnement
membranaire ; tout ceci dans le but d’identifier plus spécifiguement les mutations

pouvant avoir un réle fonctionnel dans l'efflux. A cette fin, nous avonc donc
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représenté graphiquement les mutations avec le logiciel Pymol, dans leur

environnement moléculaire.

CMI pg/mL)
Souche Souche de ref IPM MER DOR WB
PAO1 PAO1wt / 1 0,5 0,5 ++
VALO2 PAO1 + mutation 8 2 2 ++
 LEsBs8 73 | Lesess | 32 | 64 | 128 | o+
7-4 LESB58 8 16 16 +
7-7 LESB58 8 2 1 +
7-20 LESB58 8 2 6 +
10-16 LESB58 8 0,5 1 +
1-2 LESB58 + deletion 4 ? ? ?
1-10 LESB58 + mutation 16 4 8 -
1-13 LESB58 + mutation 32 4 2 -
1-17 LESB58 + mutation 16 4 2 -
5-11 LESB58 + mutation 32 8 8 -
PBIO6 LESB58 + mutation >256 >128 128 -
____________________ GAROS |  LESBS+mutation | 8 | 2 | 2 | %
PA14 5-17 PA14 + mutation 2 0,5 0,5 ++
620 | PAl4dmutations | 8 | 1 | 2 | o+
Mixtes 6-5 LESB58/PA14 + mutations 64 16 -
GARO02 LESB58/PA14 + mutations 8 2 2 ++
CLIO3 LESB58/PA14 + mutations 32 32 8 -

Fig. 87: Tabelau présentant les caractéristiques phénotypiques des principales

souches mutantes d’OprD

Pour chaque souche clinique isolée, la CMI pour les trois carbapénémes (Imipénéeme
(IPM), Méropénéme (MER) et Doripéneme (DOR) a été mesurée. La présence de la
protéine a été recherchée dans la fraction de la membrane externe par Western Blot
(WB) et sa quantité évaluée par rapport a la souche PAO1wt : (++) correspond a une
quantité importante et similaire a la souche de référence, (+) correspond a une
protéine sous-produite et (-) a 'absence d’OprD dans la fraction étudiée.
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oprD 1332bp
PAO1 e IMP 1 mgl/I
420aa

LESB58 ~ IIMP :0.5-2 mg/
187A K273Q 418aa
DN !s36R E179Q E207K A244S 2876 6
S34E $217T  N239T 278E

A258G

Souches LESB58 mutantes

AAGCAACT723

1-2 * IMP : 4 mg/l

AS217-N218
T1034C

1-10 — IMP : 16 mg/I

L322P
T724C

1-13 * IMP : 32 mg/l

Y219H  cser
1417 * IMP : 16 mgl/l
S255P T1202C

5-11 — IMP : 32 mg/l

V378A

PBI06 — IMP : >256 mg/I

Y376N

GARO05 * IMP : 8 mg/I

K245Q

Fig. 88: Carte représentant les mutations sur OprD des souches cliniques dérivées la

souche LESB58 de Pseudomonas aeruginosa

Les séquences protéiques sont matérialisées par des bandes de couleur (gris pour la
souche PAO1, cyan pour la souche LESB58 et ses dérivées mutantes). Les
variations d’acides aminés sont indiquées sur la partie inférieure de la bande. Les
mutations retrouvées dans les souches cliniques sont indiquées en rouge.
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1332bp
PAO1 S opD IMP : 1 mg/I
420aa

PA14 IMP < 0.5 mg/l

Souche PA01 mutante

Val02 * IMP : 8 mg/l

K182Q
Souches PA14 mutantes
G1274C
517 I IMP : 2 mg/l
G402A
T1207C G1274C
6-20 l | IMP : 8 mg/l

S380P G402A

Cas particuliers : mélanges de PA14 et LESB58

ACT8266CC
A CA842GC-A886C
: on ATESC > c016
G379C co0ic aepen’%C CGCO2EGAG CTC1039ATG
AT628GC | G934C 1114 1149
6-5 ‘ [ o IMP : 64 mg/|
V104L Eiro | G289R
% E207K T253A | g2 L3
TA1145
' 2177 Nt 1 (e P
! % wersa 1 : a0l
' @ MUT
1
1
1
1
1
1
1
1
! 114 140
GARO2 ‘ ‘ | ‘ I, | . IMP : 8 mg/l
2920 Y
o |l V104L i || |T2sA || e 134w sas0a Q01E
361 07 3 \
S3E ! £1700 27T N239T | K273Qg00e :/’4"" N\
\ A2586 \
1 ISDNNVGYKNY : PAOl
: Vi DSSSSYAGLG® @ MUT
1
i I
1 1
1 1
1
! |
1 1
1 1
. ] 114 1149
CLIO3 ‘l | | I IMP : 32 mg/I
V104L [ luara ‘ ‘T25 A t G269R L324M "\§380A Q401A
E179Q 207 X
! ) Ksorr NZOTHOGED -~ G2isE \
i A258G >, / \
f K273Q S DNNVGYKNY : PAOLl
: VDDSSSSYAGLD @ MUT
L |
1 1
' I
! 1
1 1
! 1
! 1
! I
! I
1 1
| U
v VY o114 1149
PAT i — 418aa
163Gl1187A ‘ ) GosoN  L324M 372F N40TD
IR Vi Et62al_ E179Q E207K | S225E AQ“% 287E V3031
e 27T N239T 7
V166T . Q278E
K2730 PA01
VODSSSSYAGLO® @ MUT

Fig. 89: Carte représentant les mutations sur OprD des souches cliniques dérivées
des souches PAO1 et PA14 et d’'un mélange PA14-LESB58

La symbolique de la figure est la méme que celle utilisée dans la figure 85. La
souche PA14 et ses dérivées sont représentées en orange, la souche PA7 en vert et
les souches mixtes entre PA14 et LESB58 en jaune.
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4.2.2.1. Souches mutantes « simples »

42211. Mutants de LESB58

Fig. 90: Localisation des acides aminés mutés dans les souches dérivés de LESB58

sur la structure d’OprD

A/ et C/ Vue parallele a la membrane de la structure d’OprD avant (A/) et apres
mutation (C/). B/ et D/ Vue par en dessous de la structure d’OprD avant (B/) et aprés
mutation (D/). Les chaines latérales des acides aminés avant mutation (colorés en
rouge) et aprés mutations (colorés en bleu) sont mises en exergue sur les quatre
figures.
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La souche 1-2 présente une délétion de deux acides aminés (S217 et N218).
Ces acides aminés sont localisés sur un feuillet présentant un [-turn au
niveau des résidus voisins S225 et D226, largement exposés au solvant
(Fig. 90). L’effet d’'une telle délétion peut étre modélisée par un décalage des
acides aminés suivants qui maintient toutefois la structure du brin 3 inchangée
avec la préservation notamment, d’'une alternance, caractéristique de cette
région, de résidus polaires et apolaires exposés au solvant vers lintérieur du
pore ou exposés a I'espace membranaire. Le raccourcissement du feuillet 3
ainsi généré ne doit pas avoir de conséquences trop importantes puisque le
turn S225-D226 va rester exposé au solvant du coté cytoplasmique (Fig. 91).
Cette hypothése est validée par 'augmentation modérée de la CMI induite par
cette délétion (4 mg/L au lieu de 1 mg/L). On peut en revanche imaginer
gu’une rupture de l'alternance polaires/apolaires dans le cadre de la délétion

d’'un seul acide aminé de cette zone ait une répercussion plus préjudiciable.
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A S217-N218
S225-D226
(R-turn)
LESB58wt N S NY TI1I PL S D QS L
C/ souche 1-2 NY T I P LS D Q S L

-_—

8

Fig. 91: Visualisation de I'effet de la délétion S217-N2

(A/) La délétion des acides aminés S217 et N218 représentés en rouge va entrainer
un décalage du B-turn (B/), formé par les acides aminés S225 et D226, représentés
en orange. Le décalage de la séquence des acides aminés est représenté en (C/)
avec la conservation du caractere polaire ou apolaire des acides aminés indiquée

par les couleurs vertes et bleues respectivement.
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Deux mutations (L322P et S255P) vont transformer les acides aminés
considérés en proline. La mutation L322P touche un acide aminé localisé a la
sortie d'un feuillet B (Fig. 90) alors que la mutation S255P observée dans la
souche 1-17 concerne un acide aminé localisé au centre d’un feuillet 3 et dont
la chaine latérale pointe vers l'intérieur de la porine. L’introduction d’une
proline va principalement induire la rupture de la liaison hydrogéne que peut
faire chacun de ces acides aminés mutés avec 'acide aminé situé sur le brin 3
adjacent. C’est ce que I'on observe dans le cas de la sérine 255 ou la liaison
hydrogene avec 'azote de I'asparagine N234 va étre rompue (Fig. 92). Pour la
leucine 322 outre la liaison hydrogéne perdue entre I'azote de la leucine et la
phénylalanine 334, l'introduction d’une proline va générer un encombrement
stérique qui va probablement destabiliser le feuillet au niveau du résidu
Phe334 (Fig. 92 C et D). L'apparation de ces prolines n’a qu'un effet modéré
sur 'augmentation de la CMI alors que la protéine n’est pas retrouvée dans
les extraits de membrane externe par Western Blot, il est donc envisageable
que la protéine présentant 'une ou l'autre de ces mutations ne soit pas stable

dans la membrane et soit donc relativement rapidement dégradée.
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C/

Fig. 92: Zoom sur les régions concernées par les mutations S255P et L322P d’OprD

de la souche LESB58 de Pseudomonas aeruginosa

(A/) Visualisation de la liaison hydrogéne entre les acides aminés S255 et N234 dans
la forme sauvage d’OprD de la souche LESB58. (B/) Visualisation de la mutation
S255P. (C/) Visualisation de la liaison hydrogene entre les acides aminés L322 et
F334 dans la forme sauvage d’OprD de la souche LESB58. (D/) Visualisation de la
mutation L322P qui va générer un encombrement stérique représenté en bleu. Les
distances des liaisons hydrogene sont indiquées en rose.
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La mutation Y219H provoque une augmentation importante de la CMI pour
'imipénéme alors que cet acide aminé est situé a I'extérieur de la structure
(Fig. 87 et 88). L’effet observé n’est donc pas attribuable a une modification de
I'affinité de liaison de I'antibiotique. De plus, la mutation observée ici conserve
un encombrement stérique a peu pres identique. La nature polaire de I'acide
aminé a cette position, partiellement exposé au solvant, reste inchangée.
Toutefois lintroduction d’une histidine ajoute un groupement polaire
supplémentaire par rapport a la tyrosine ce qui pourrait étre défavorable dans
'environnement hydrophobe de la membrane. Dans un tel cas, il est probable
que I'acide aminé ait besoin de former une liaison hydrogéne avec des résidus
a proximité. L'asparagine 196 située dans la boucle voisine, pourrait étre un
candidat pour cette liaison (Fig. 93A). Cela nécessiterait alors un
réarrangement local de la protéine qui pourrait perturber sa stabilité mais cela
n’expliquerait pas une telle variation de la CMI. En revanche, I'acide aminé
muté est situé en bordure de la membrane du co6té périplasmique.
L’hypothése qui parait la plus pertinente pour expliquer la résistance de la
souche 1-13 est que cette histidine apparue suite a la mutation soit chargée
positivement dans l'environnement acide de l'espace périplasmique. Cette
charge hypothétique pourrait déstabiliser [Iinsertion d’OprD dans Ila
membrane.

La Valine 378 mutée dans la souche 5-11 est en intéraction de Van der Waals
avec plusieurs résidus hydrophobes. Son remplacement par une alanine
constitue une substitution qualifiée de conservative qui ne devrait pas avoir
beaucoup d’effet. En effet il y aura tout au plus une légére diminution du
caractére hydrophobe de l'acide aminé, l'alanine étant un résidu peu
hydrophobe pouvant étre exposée au solvant. L’effet structural de cette
mutation sera quant a lui réduit ce qui est en contradiction avec les
observations cliniques (CMI relativement élevée : 32 mg/L et absence de la
protéine en Western Blot). Toutefois, cette mutation est située dans une zone
présentant une boucle (378-386) et dans laquelle on retrouve deux autres
mutations dans les souches cliniques étudiées (Y376N pour la souche PBI06
de LESB58 et S380P dans la souche 6-20 de PA14) avec dans les trois cas
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une absence de la protéine dans la membrane externe déterminée par
western blot. Aux vues de ces quelques données nous pouvons juste émettre
I'hypothése que cette boucle a une importance fonctionnelle pour OprD. Cette
hypothése est renforcée par les observations de Biswas, Mohammad et al.
(2007), qui indiquent que certains résidus sont strictement conservés chez les
membres de la famille des porines « OprD-like ». Parmi eux se trouve un
groupe rassemblant des résidus localisés dans I'extrémité périplasmique des
feuillets S2, S3 et S4, sans y trouver une réelle signification biologique. Bien
que la boucle concernée par les mutations V378A, Y376N et S380P
n'appartienne pas a ces feuillets, elle est située dans la méme zone proche de
'espace périplasmique et contient des résidus également trés fortement
conserveés, laissant augurer de leur importance d’'un point de vue fonctionnel.
C’est le cas d’ailleurs pour I'acide aminé Y376 dont la mutation en asparagine
va induire une CMI tres élevée (>256 ug/mL pour 'imipénéme et >128 ug/mL
pour le méropénéme et I'imipénéme) pour la souche PBIO6. Pour expliquer cet
effet, on peut noter ici que la tyrosine est située dans un cluster hydrophobe
comprenant les acides aminés F388, V378, V329 et L332 et qu’elle joue le
rble de coceur hydrophobe de cette région (Fig. 93B). Sa mutation en
asparagine va donc fortement destabiliser ce cluster et 'importance de cette
tyrosine est soulignée par sa stricte conservation parmi toutes les protéines

qualifiée « OprD like ».

La lysine 245 forme un pont salin avec E179 dans PAO1 et PA14 ou est en
liaison électrostatique avec Q179 dans les souches LESB58 et PA7) (Fig.
93C). La mutation K245Q dans le cadre de la souche GARO5 de LESB58
permet de conserver cette liaison mais diminue la force de la liaison
électrostatique (2 charges partielles au lieu d’'une charge partielle + une
charge entiere) au sein de cette zone trés polaire en extrémité de feuillets. Les
R-turns pourraient étre légérement déstabilisés mais cela sans grande
répercussion sur la protéine puisque cette mutation est associée a une

variation modeste de la CMI.
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Y319H

Y319

Fig. 93: Zoom de trois régions concernées par des mutations dans OprD de la

souche LESB58 de Pseudomonas aeruginosa

A/ Visualisation de l'effet possible de la mutation Y219H. Le remplacement de la
tyrosine (rouge) par une histidine (cyan) pourrait nécessiter la formation d’une liaison
hydrogene pour « masquer » le caractere polaire supplémentaire du nouvel acide
aminé dans cette zone membranaire. La liaison hydrogene matérialisée par un trait
pointillé rose pourrait faire intervenir le résidu N196 de la boucle voisine aprés un
réarrangement structural local.B/ Visualisation de l'acide aminé Y376 (en rouge)
situé au cceur d’un cluster de résidus hydrophobes (représentés en bleu) C/
Visualisation de l'environnement de l'acide aminé K245. Dans la forme sauvage
d’OprD, le résidu K245 effectue une liaison électrostatique avec le résidu Q179 voisin
(vert). La mutation K245Q diminuera la force de cette liaison sans destabilisation
locale majeure de la structure de cette zone comprenant de nombreux résidus
polaires (représentés en jaune pour les résidus chargés négativement.et en bleu
pour les acides aminés basiques).
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4.2.21.2. Mutants de PAO1 et PA14
La souche Val02 dérivée de la souche PAO1 présente une mutation qui
touche un acide aminé localisé sur une boucle de I'extrémité extracellulaire de
la porine (Fig. 94). Cette lysine 182 est entourée d'un cluster de trois autres
lysines (K207, K243 et K245) et d'un acide aspartique (D231) (Fig. 95). La

mutation en glutamine va modifier la charge de cette zone.

La souche 5-17 présente une alanine en position 402 contrairement aux
souches PAO1, LESB58 et PA7 mais il s’agit d’'une variation liée a la souche
PA14, nous ne considérerons donc pas cet acide aminé comme muté. La
résistance modérément accrue de cette souche est vraisemblablement liée a

un autre mécanisme qu’une modification touchant la porine OprD.

La souche 6-20 de PA14 en revanche présente bien la mutation S380P.
L’acide aminé concerné est situé sur I'extérieur d’'une boucle périplasmique
(Fig. 94). L’apparition d’'une proline au niveau de ce résidu est compatible
avec les angles diédres y et ¢ de cette zone en feuillet et n’engendrera donc
pas de modification structurale importante. Cette mutation va avoir pour effet
de reduire la flexibilité de la boucle. Bien qu’elle soit associée a une résistance
modérée (facteur 4 par rapport a la souche PA14wt), il est possible que la
proline rigidifie la boucle et 'empéche de basculer correctement. La nécessité
de ce mouvement parait d’ailleurs vraisemblable d’aprés les facteurs
d’agitation thermique élevés observés pour cette zone dans la structure
cristallographique d’OprD. De plus, comme nous I'évoquions dans le
paragraphe précédent, nous devons noter que cette mutation affecte la boucle
ou se situent deux autres mutations (V378A et Y376N) ayant des effets
différents d’'un point de vue de la résistance aux carbapénémes. Nous

soulignons donc le role fonctionnel que pourrait jouer cette boucle.
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Fig. 94: Localisation des acides aminés mutés dans les souches dérivés de PA14

sur la structure d’OprD

A/ et C/ Vue parallele a la membrane de la structure d’OprD avant (A/) et apres
mutation (C/). B/ et D/ Vue par en dessous de la structure d’OprD avant (B/) et aprés
mutation (D/). Les chaines latérales des acides aminés avant mutation (colorés en
rouge) et aprés mutations (colorés en bleu) sont mises en exergue sur les quatre
figures.
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K266

Fig. 95: Zoom de la région concernée par la mutation K182Q d’OprD de la souche

PA14 de Pseudomonas aeruginosa

4.2.21.3. Mutants mixtes PA14-LESB58
Les souches 6-5, GARO2 et CLIO3 présentent entre 5 et 7 mutations que I'on
ne retrouve ni dans la souche PA14 ni dans la souche LESB58 dont elles
dérivent. Etant donné cette complexité, nous avons procédé par élimination,
pour tenter de trouver pour chaque souche quelle mutation pouvait étre a
'origine de la résistance accrue a l'imipénéme. Tout d’abord, ces souches
mixtes font penser a des dérivés de la souche PA7 car PA7 posséde les
méme variations attribuées a PA14 et LESB58 avec, en plus, 4 mutations qui
lui sont propres (G37R, S225E, L372F et N407D). De plus, deux mutations
décelées dans les trois souches cliniques mixtes correspondent a des acides
aminés retrouvés dans la souche PA7 (V104L, L324M). Nous considérerons
donc que ces deux mutations ne sont pas responsables de 'augmentation de
la résistance observée. Un autre acide aminé, G289, est remplacé par une

asparagine chez PA7 et est muté en arginine dans les souches 6-5 et CLIO3.
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Cet acide aminé est localisé sur la boucle mobile 286-290 située a I'entrée de
la porine c6té extracellulaire et au coeur de la constriction du pore formé par
les résidus 127-130, 295-297, 302-307, 391 et 410 (Fig. 97A). Cette boucle
pourrait donc étre une candidate pour un réle fonctionnel majeur. Cependant,
sa séquence est trés variable entre les souches de Pseudomonas aeruginosa,
tant en charge (K, E, non chargés) qu’en liberté conformationnelle (G289N,
R287G/E), ce qui suggére que les mutations affectant cette boucle n’auront

pas une trop grande importance pour la résistance.

La mutation T253A est commune aux trois souches cliniques et concerne un
résidu localisé a l'intérieur du tonneau (Fig. 96). Bien que cet acide aminé
forme une liaison hydrogéne avec N251 qui va étre rompue (Fig. 97B), sa
mutation en un résidu plus court n’obstruera pas davantage la porine et nous
pouvons donc écarter son implication dans la résistance. Pour la souche 6-5 |l
ne reste que la délétion de deux paires de bases qui provoque I'apparition
d’'un codon stop prématuré dans la zone 349-360. La structure de la porine est
fortement endommagée par cette mutation qui supprime notamment trois
feuillets B (Fig. 96). Ceci explique donc pourquoi la souche 6-5 présente une
CMI fortement augmentée vis a vis des carbapénémes, liée a I'absence de la

porine OprD dans la membrane externe.

A présent si I'on regarde les souches GARO02 et CLIO3, toutes les deux
possédent une mutation sur les acides aminés S380 et Q401 (S380A et
Q401A/E). La sérine se trouve sur une boucle périplasmique (Fig. 96) et bien
que sa mutation en proline dans la souche 6-20 de PA14 ait un effet notoire,
son remplacement par une alanine ne devrait pas avoir de grande
conséquence pour aucune des deux souches. Quant a la glutamine, elle
effectue une liaison hydrogéne avec le résidu E403, qui va étre détruite par la
mutation (Fig. 97C). Sa mutation en acide glutamique va faire apparaitre une
charge négative supplémentaire mais ce changement n’est pas drastique et
explique sans doute la résistance modérée de GARO2. En revanche d’un point
de vue phénotypique la souche GARO02 présente une CMI 4 a 8 fois inférieure

a celle de CLIO3 dans laquelle la porine OprD n’est plus visible dans la
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membrane. La seule fagon d’expliquer cette différence entre les deux souches
est la présence d’'une mutation supplémentaire sur CLIO3 : la mutation H265D.
L’histidine est située sur une grande boucle périplasmique (Fig. 96). Sa
mutation en acide aspartique va rompre cette liaison et la présence de ce
résidu chargé négativement au milieu de résidus aromatiques (Y320, F267 et
Y260) dans une zone limitrophe de la membrane (Fig. 97D) peut avoir des

conséquences relativement importantes sur la stabilité de la protéine.
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Fig. 96: Localisation des mutations retrouvées dans les souches mixtes dérivées de
PA14 et LESB58

A/ Vue parallele a la membrane de la structure d’OprD. B/ Vue de dessus de la
structure d’OprD. Les chaines latérales des acides aminés mutés sont mises en
évidence et colorés en rouge. Les mutations V104L et L324M qui sont des variations
de la souche PA7 sont elles, colorées en gris. La partie délétée suite a l'introduction
d’un codon stop dans la souche 6-5 est matérialisée en jaune.
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N251 Ti2563

C/

Fig. 97: Zoom sur les résidus G289, T253, Q401 et H255 d’OprD mutés dans des
souches cliniques mixtes PA14-LESB58

(A/) Le résidu G239 (rouge) est localisé sur une boucle mobile situé au centre de la
constriction du pore d’OprD dont les résidus sont représentés en cyan (B/) Le résidu
T253 fait une liaison hydrogene avec le résidu N251 voisin. (C/) La liaison hydrogéne
entre E403 et Q401 va étre rompu quand ce dernier est muté en alanine ou acide
glutamique. (D/) L’histidine 255 fait partie d’une couronne d’acides aminés
aromatiques a la frontiére de la membrane externe et du périplasme.

On voit donc au travers de ces deux études de mutants cliniques, qu'on peut
proposer une explication des effets phénotypiques de mutations générées par la
bactérie pour résister aux traitements thérapeutiques, par la combinaison de
techniques de biologie moléculaire (« reverse transcription ») et de biochimie

(« Western Blot ») couplées a une analyse structurale.
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L’objectif principal de ces travaux de thése était d’approfondir I'étude de la porine
OprM apres la résolution de sa structure cristallographique dans notre laboratoire par
Gilles Phan. Afin de répondre aux multiples questions qui restaient en suspens
concernant son mécanisme d’ouverture ou son interaction avec ses partenaires,
nous avons choisi de développer de nouveaux outils biochimiques, biophysiques ou

microbiologiques.

Ainsi, le travail important de mise au point de la technique de BN-PAGE nous
a permis de préciser la stoechiométrie d’interaction entre OprM et MexA. Ces
résultats sont en accord avec les dernieres données bibliographiques sur les
systémes TolC-AcrAB, CusCBA ou MtrCDE qui penchent vers un modeéle de pompe
tripartite sous forme « 3-6-3 » (Janganan, Bavro et al. 2011; Xu, Lee et al. 2011;
Long, Su et al. 2012; Xu, Moeller et al. 2012). Nous comptons a présent élargir cette
étude aux trois composants de la pompe de Pseudomonas aeruginosa et utiliser
cette technique en routine dans I'équipe dés lors que nous aurons des mutants a

caractériser.

En outre, dans le cadre de I'étude de I'assemblage du systéme d’efflux tripartite et
fidele a notre discipline premiere, les efforts futurs devront étre portés sur la
cristallisation des protéines sous forme de complexes binaires ou tertiaires. Des
essais de co-cristallisation entre OprM et MexA ont été initiés au cours de cette these
mais les différents cristaux obtenus se sont révélés correspondre a différents
empilements cristallins de la protéine OprM seule. Il faudra donc notamment
s’attacher a stabiliser les interactions entre les partenaires et mieux caractériser la
formation du complexe avant de réaliser des essais de cristallisation. Une alternative
pourra également étre d’étudier les complexes par microscopie électronique, c'est
d'ailleurs ce que nous nous proposons de faire en collaboration avec I'équipe
d'Olivier Lambert de I'UMR 5248 « Chimie et Biologie des Membranes et

Nanoobjets » a Bordeaux.

D’un point de vue fonctionnel, une large partie de ce travail de thése, a eu

pour objectif de mettre en place au laboratoire la technique de complémentation in
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vivo, pour évaluer le phénotype de mutants structuraux de la région périplasmique
d’OprM. Les résultats obtenus sur les simples et doubles mutants ont d’ores et déja
permis de montrer qu’il existait des effets variables sur la résistance aux antibiotiques
selon les acides aminés mutés dans la constriction périplasmique bien que ces
mutants ne présentent pas d’hyper-résistance par rapport a la forme sauvage de la
protéine. Toutefois, tout récemment nous avons pu caractériser un phénotype
d’hyper-résistance préférentielle aux aminoglycosides pour le quadruple mutant
R403L-Y404F-D416A-R419A pour lequel les trois liaisons assurant la constriction
périplasmique d'OprM ont été rompues simultanément. Des expériences
complémentaires sont a présent nécessaires pour confirmer et tenter d’expliquer ce
phénotype surprenant. Ceci ouvre la perspective d’étudier I'interaction de ce mutant
avec les partenaires des deux pompes MexAB et MexXY ainsi qu’avec les
aminoglycosides par des techniques telles que I'l'TC ou le Biacore. Il serait ainsi
possible d’évaluer s’il n'existe pas une sélectivité des substrats a un niveau de la
pompe autre que via le transporteur RND comme cela a toujours été décrit dans la

littérature.

Afin d’élargir les aspects fonctionnels, nous avons débuté une collaboration avec
I'équipe de Bruno Lepioufle de TENS Cachan afin d’étudier le canal formé par OprM,
par des techniques d’électrophysiologie. Les résultats prometteurs obtenus sur ce
nouveau systéme biomimétique miniaturisé nous ont permis d’établir une
conductance de 1250pS au sein d’OprM. Cette valeur est compatible avec les
données bibliographiques obtenues sur d’autres systémes d’enregistrement pour son
homologue chez E. coli. Toutefois, afin de préciser rigoureusement d’éventuelles
différences fonctionnelles ou structurales entre ces deux porines OMF, nous
envisageons d’étudier le comportement de TolC dans les conditions expérimentales
identiques a celle d’'OprM. Nous poursuivrons cette étude par la caractérisation
électrophysiologique de chaque mutant d’'OprM, ce qui nous permettra d’avoir une
idée plus précise de leur niveau d’ouverture. Ceci sera évidemment a comparer aux
mutants de TolC (Y362F-R637S), faisant appel a un réseau différent de liaisons au
niveau de la constriction périplasmique et pour lesquels des variations importantes

de conductance ont pu étre observées (Pei, Hinchliffe et al. 2011).
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Ces résultats seront bien sir a combiner avec la résolution de la structure
cristallographique des mutants d’'OprM qui offrira une caractérisation a I'échelle

atomique des changements conformationnels nécessaires a I'ouverture de la porine.

Par ailleurs, nous travaillons déja dans I'équipe, dirigée par Isabelle Broutin, sur
'optimisation de ce systéme microfluidique afin de reconstituer la pompe entiere
MexAB-OprM in vitro (Verchere, Broutin et al. 2012). Nous espérons ainsi dégager
de nouvelles informations concernant l'interaction entre les trois partenaires puis

utiliser ce systéme a des fins de criblage de nouveaux inhibiteurs.

Enfin, pour élargir le sujet et afin de mieux comprendre la divergence
phylogénétique entre OprM et TolC, une étude sur la fonctionnalité d’'OprM avec le
systéme HIyABDC pourra étre envisagée trés prochainement. En effet, TolC est
décrite comme étant une protéine multi-fonctionnelle capable de fonctionner aussi
bien avec des systemes d’efflux de type RND tels que AcrAB pour la sécrétion
d’antibiotiques qu’avec des transporteurs de type ABC tels que HIlyBD pour la
sécrétion de 'hémolysine A (Andersen 2003). Bien qu’il soit acquis qu’OprM et TolC
proviennent de la duplication d’'un gene ancestral commun, aucun systéme similaire
a HIyABDC n’a été décrit chez Pseudomonas aeruginosa. |l serait donc intéressant
de regarder si OprM est capable de fonctionner avec ce systéme et, si ce n’était pas
le cas, de rechercher des mutants « gain de fonction » pour la sécrétion de
'hémolysine A. Nous aurions ainsi une nouvelle carte des résidus de I'extrémité
périplasmique de la porine qui assurent une spécificité d’interaction avec ses
partenaires. D’'un point de vue expérimental nous possédons dés a présent tous les
outils nécessaires a la réalisation de ces expériences de plage de lyse. En effet,
nous avons fait I'acquisition au cours de cette thése d’une souche d’E. coli délétée
de TolC et de la souche sauvage correspondante, nous disposons par l'intermédiaire
du Dr Houssain Benabdelhak d’un plasmide pPSG116 porteur du systéeme HIyABDC,
du plasmide pMEG6001 porteur d’OprM et d’'un plasmide pBAD-TolC comme contréle

positif, le tout avec des sytémes d’induction et de génes de résistance compatibles.
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Finalement, tous ces travaux ont un méme but: élargir les connaissances
structurales et fonctionnelles des pompes d’efflux dans I'objectif ultime de pouvoir
concevoir des inhibiteurs de ces systémes tripartites. En effet, une alternative au
blocage du site de liaison des substrats du transporteur pourrait étre de développer
une molécule capable de compromettre 'assemblage des partenaires ou encore de

bloquer irréversiblement le canal de la porine.
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Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne important en médecine humaine
et il est surtout associé aux infections rencontrées chez les patients hos-
pitalisés. La faible perméabilité de sa membrane externe, I’expression de
pompes d’efflux et son adaptation rapide a la présence d’antibiotiques sont
autant d’obstacles majeurs dans le traitement des infections. Le mécanisme
d’efflux MexAB-OprM est avec AcrAB-TolC I'archétype des pompes d’efflux
a trois composants couramment rencontrées chez les isolats résistants
des bactéries a Gram négatif. Les travaux concernant la résolution de
la structure de la pompe et de ses composants, son assemblage, et les
bases moléculaires du transport des molécules reconnues ont permis de
proposer des modeles pour tenter de comprendre le fonctionnement de
ce complexe membranaire expulsant les agents antibactériens. Durant
ces dernieres années, ces données ont été la base de la synthése et de
la sélection de nouvelles molécules destinées a bloquer ces mécanismes
de résistance par efflux.

Resistance and efflux mechanisms in Pseudo-
monas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa is a nosocomial and com-
munity-acquired pathogen associated with consi-
derable patient morbidity and mortality. Multidrug
resistance in P, aeruginosa is a concern owing to the
limited therapeutic options available to treat infections
due to this organism. The continuous dissemination
of «multi-drug resistant» (MDR) bacteria drastically
reduces the efficacy of our antibiotic “arsenal” and
consequently increases the frequency of therapeutic
failure. In Pseudomonas aeruginosa MDR bacteria the
over-expression of efflux pumps, as MexAB-OprM,
expel structurally-unrelated antibiotics decreasing
their intracellular concentration. Several clinical data
indicate an increasing contribution of efflux pumps
in the emergence and dissemination of resistant
Gram-negative bacteria. It is necessary to clearly
define the molecular and genetic bases of the efflux
pump in order to understand the translocation of
antibiotic molecules through the efflux transporter

Pseudomonas aeruginosa — multirésistance — pompes d’efflux -
antibiotiques — MexAB-OprM - inhibiteurs de 'efflux.

m Introduction and to combat this mechanism.

P. aeruginosa fait partie des trois bactéries les plus souvent Pseudomonas aeruginosa — multi-drug resistance —
impliquées dans les infections opportunistes en médecine efflux pumps - antibiotics — MexAB-O0prM —
humaine [1, 2]. Il est largement impliqué dans les infec- efflux pumps inhibitors.

tions nosocomiales, en occupant le 1¢ rang des bactéries

pathogénes responsables d’infections respiratoires basses

B UMR-MD-1 —Transporteurs membranaires, chimiorésistance et le 3° en matiére d’infections urinaires en Europe [3-5].
et drug design A coté de la faible perméabilité de sa membrane externe,
Facultés de médecine et de pharmacie I'expression de plusieurs systémes d’efflux, dont I'activité
Université de la Méditerranée a été rapportée pour la premiére fois en 1994, lui permet
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Agents antibactériens ‘

MexAB MexCD MexEF
Pénicillines + +
Céphalosporines +
Aztréonam + +
Céfépime +
Imipéneme
Méropénéme +
Aminoglycosides
Fluoroquinolones + + +
Triméthoprime + + +
Chloramphénicol + + +
Tétracycline + + +
Triclosan + + +

Pompes d’efflux

MexGH MexJK MexXY MexVW TriABC
+
+
+
+
+
+ + + +
+
+ +

Les mécanismes d’efflux impliqués en clinique sont présentés en fonction des différentes classes d’antibactériens. Ces pompes sont associées a d’autres

mécanismes (perte de porine, enzymes, etc.) contribuant au phénotype MDR.

une adaptation et une flexibilité importante a la bactérie
[8, 9]. Plusieurs génes, associés en opéron, codant pour
des éléments de pompes d’efflux ont été caractérisés chez
P. aeruginosa

A Résistance aux antibiotiques
et perméabilité membranaire
chez P, aeruginosa

P. aeruginosa présente une résistance naturelle aux
antibiotiques importante; elle est conférée par la faible
perméabilité de sa membrane externe, I’expression
constitutive de mécanismes d’efflux et la production
d’enzymes inactivant les antibiotiques avec plusieurs
nouvelles activités décrites récemment (e.g., céphalos-
porinases, oxacillinases, B-lactamases a large specitre,
carbapénémases, métallo-B-lactamases ou enzymes
modifiant les aminoglycosides) chez les isolats cliniques
décrits en Europe. Certaines enzymes sont détectées chez
les Enterobacteriaceae et d’autres plus spécifiques de
P. aeruginosa. Les mutations de cible sont aussi fré-
quentes, particulierement dans I’ADN gyrase et la topo-
isomérases IV [10, 11]. Tous ces mécanismes sont souvent
actifs en méme temps aboutissant a des phénotypes
de multirésistance. Il faut aussi noter la production de
biofilms par cette bactérie, ce qui constitue une barriére
supplémentaire dans I'accessibilité de I'antibactérien a
la cible, et favorise la colonisation et la dissémination
de souches résistantes sur divers supports médicaux
(greffes, cathéters, etc.) [1, 12, 13].

La surveillance des infections a P. aeruginosa a montré
un niveau inquiétant de résistance aux antibiotiques
évoluant vers un phénotype de résistance multiple
(MultiDrug Resistance). La fréquence des P. aeruginosa
MDR a fortement augmenté dans le monde et peut atteindre
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20 % dans les unités de soins intensifs [14-16]. P. aeruginosa
semble étre le meilleur modéle permettant de corréler le
bon usage des antibiotiques et I’évolution de la multi-
résistance, du fait de son adaptation rapide a la pression
de sélection antibiotique et son réservoir essentiellement
environnemental [10, 11]. Chez P. aeruginosa, 'impact des
pompes d’efflux sur le niveau de résistance est important
étant donné la faible diffusion des antibactériens apportée
par les porines majeures, qui présentent des capacités de
transport beaucoup plus faibles que les porines des enté-
robactéries [17, 18]. Cette caractéristique membranaire,
qui diminue drastiquement la concentration intracellulaire
en antibiotique, est le support d’une résistance intrinseque
plus élevée. Néanmoins, I'utilisation de perméabilisants
de la membrane externe provoque une augmentation
significative de la sensibilité, en particulier pour les molé-
cules plus importantes, hydrophiles et lipophiles [19]. Il est
aussi intéressant de noter que parmi les perméabilisants
proposés on retrouve les polymyxines qui sont des subs-
trats des pompes d’efflux comme beaucoup de peptides
antibactériens cationiques, mais aussi des détergents et
surfactants, ainsi que des agents chaotropiques [20-23].
Plusieurs études cliniques ont montré I'existence d’une rela-
tion étroite entre I'’émergence de souches surproduisant la
pompe MexXY-OprM et I'utilisation des aminoglycosides, des
fluoroquinolones et des céphalosporines anti-Pseudomonas
lors du traitement de patients infectés [24-26]. La pro-
duction de cette pompe confére de plus un niveau de
résistance contre les molécules appartenant a d’autres
familles d’antibiotiques [27-29]. En paralléle, plusieurs tra-
vaux rapportent I'importance des différentes pompes dans
la résistance aux quinolones [1, 30, 31] . Ces
pompes d’efflux jouent un réle certain dans le niveau de
sensibilité aux antibiotiques en modulant la concentration
intracellulaire, et en permettant aux bactéries d’acquérir
d’autres mécanismes [11].



¥ Les pompes d’efflux

Le séquencage entier du génome de P, aeruginosa
a permis d’identifier des genes codant pour
plusieurs pompes d’efflux dont 12 codant pour
un transporteur de type RND, et I'implication
de quatre d’entre elles a été prouvée dans
la résistance aux antibiotiques. Chacune de
ces pompes est composée de trois protéines
: (1) une protéine de la membrane
cytoplasmique de la famille RND (Resistance
Nodulation cell Division: MexB, MexD, MexF,
MexY) qui agit comme une pompe utilisant la
force proto-motrice pour fonctionner et mon-
trant une large spécificité pour les substrats a
rejeter, (2) une seconde protéine, OMF (Quter
Membrane Eactor family: OprM, Oprd, OprN,
OprM) qui est intégrée dans la membrane
externe, (3) et une troisieme protéine, MFP
(Membrane Fusion Protein family : MexA, MexC,
MexE, MexX) qui est localisée dans I'espace
périplasmique. Elle assure I’association entre
les deux autres et est fixée a la membrane
interne par une accroche N-terminale.
Chez P, aeruginosa, le systeme MexAB-OprM
est exprimé de maniére constitutive, alors que
I'expression des autres pompes dépend de

Milieu extracellulaire

Membrane externe .:i II Ej Il 11 !ﬂl I’ 13 II 13 H Il % E il 33 Il

Périplasme

Membrane interne
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Figure 1 — Représentation schématique

d’une pompe d’efflux.

Cytoplasme LS =,

régulateurs génétiques [32]. Ces pompes don-
nent lieu a différents phénotypes et conféerent

Représentation schématique du mécanisme de transport proposé pour les pompes
d’efflux de la famille RND (d’apres Schuldiner, Nature 2006).

la résistance a la plupart des B-lactamines,
quinolones, aminoglycosides, macrolides,
triméthoprime-sulfamides, tétracycline, chloramphénicol
et I’érythromycine [33] . Seule la pompe MexXY-
OprM est capable d’expulser les aminoglycosides [34, 35].
L'efflux est habituellement considéré comme conférant
un niveau de résistance faible a modéré, mais il joue un
réle majeur chez les isolats cliniques pour au moins trois
raisons: (1) il diminue significativement le choix d’anti-
biotiques actifs (e.g. la surexpression de MexXY-OprM
conféere une résistance non seulement aux aminosides,
mais aussi au céfepime et aux fluoroquinolones); (2) il peut
coopérer avec les autres mécanismes (e.g. mutations ou
sur-production de B-lactamases); (3) il favorise I'’émergence
de mutations sur les cibles en diminuant la concentration
intra-bactérienne en antibiotiques [1, 24].

A Structures tridimensionnelles
des différentes protéines
constituant la pompe

La détermination des structures cristallographiques de ces
différentes protéines a apporté des informations majeures
pour la compréhension de certains aspects du mécanisme
de I'efflux du systeme RND. Méme si les structures d’OprM,
de MexA et de MexB, constituants de la seule pompe
d’efflux formée de fagon constitutive chez P. aeruginosa,
sont disponibles désormais, la plupart des connaissances
actuelles accumulées sur ces pompes ont été obtenues
grace a I'étude de AcrAB-TolC, qui est la pompe équiva-
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lente de MexAB-OprM chez E. coli. En effet, 'organisation
structurale des différents composants de ces deux pompes
est similaire, bien que I'identité de séquence entre pro-
téines équivalentes ne soit pas toujours trés élevée (55 %,
69 % et 19 % respectivement entre MexA-MexB-OprM et
AcrA-AcrB-TolC).

4.1. Les protéines RND: MexB
et son homologue AcrB chez E. coli

4.1.1. Description de la structure

La premiere structure d’un transporteur de la famille RND
a avoir été résolue est celle de la protéine AcrB chez E. coli
[36]. Cette structure, obtenue a basse résolution (3,5 A),
montrait les trois protomeéres (monoméres protéiques)
reliés par un axe de symétrie cristallographique d’ordre
trois, formant une structure ressemblant a une méduse.
Chaque protomere est composé de trois domaines, un
domaine transmembranaire d’environ 50 A d’épaisseur,
un domaine intermédiaire de 40 A, et un dernier domaine
de 30 A chapeautant I'ensemble sur lequel est supposée
interagir la protéine OMF.

Le domaine transmembranaire est formé de deux blocs de
6 hélices (TM1 a TM6 et TM7 a TM12) liés par un pseudo
axe de symétrie d’ordre 2, reliés par une treizieme hélice
() couchée a la surface de la membrane cytoplasmique.
Le trimére forme donc une large cavité de 30 A d’ouverture
coté cytoplasmique, rétrécie a 14 Acoteé périplasmique par
le rapprochement des hélices TM3 du trimere
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Figure 2 — Représentation tridi

ensionnelle de la premiére structure de RND résolue
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Une des molécules du trimére est coloriée en fonction de ses domaines structuraux, les deux autres sont en gris. Les différentes cavités sont matérialisées
par des surfaces bleues transparentes. Les lignes noires représentent les ponts disulfures introduits artificiellement dans la structure (voir texte). Les résidus
en rouge dans le domaine transmembranaire sont impliqués dans le transfert de protons. N109 correspond a la constriction maximale du canal du domaine

Le domaine intermédiaire, également appelé le domaine du
pore ou le domaine d’entrée, est composé de quatre sous-
domaines (PN1, PN2, PC1 et PC2) . Lorsque 'on
regarde ce domaine perpendiculairement a la membrane,
une profonde cavité de 15 A apparait sur toute la hauteur.
Cette cavité verticale, appelée par la suite la poche d’in-
teraction périplasmique, pourrait étre un site d’interaction
pour la protéine MFP (MexA), protéine ayant une forme
allongée. C’est au niveau de ce domaine que le trimere
est le plus resserré.

Le pore est totalement fermé ne permettant pas le passage
de la moindre molécule. En revanche, ce pore est relié a
une ouverture, appelée vestibule, présente au-dessus
du domaine transmembranaire entre chaque paire de
protomeéres.

Le dernier domaine relie les domaines PN2 et PC2 du
domaine d’entrée. Ce «chapeau» présente une structure
tres particuliere avec une base de feuillets béta surmontée
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d’hélices. L'un des feuillets est beaucoup plus long que
les autres et pénétre dans le protomeére voisin dans une
cavité localisée entre le chapeau et les sous-domaines PN1
et PC1, faisant comme un crochet stabilisant I'édifice. Le
trou formé par le trimére du chapeau se présente comme
un entonnoir avec un diamétre d’ouverture extérieur du
méme ordre de grandeur que la partie périplasmique de
la protéine OMF.

4.1.2. Premieres hypotheses fonctionnelles
concernant AcrB

La pompe d’efflux se présente donc comme un mécanisme
comprenant trois composés organisés en 3 étages: pas-
sage de la membrane interne (cytoplasmique) et énergie
du transport, traversée du périplasme, et enfin passage
de la membrane externe. Cette organisation comporte
une constriction au niveau du domaine central et plusieurs
portes d’entrée possibles. Afin de comprendre le chemin



de I'efflux, différentes structures de la protéine AcrB ont
été étudiées en complexe avec différentes molécules: la
rhodamine 6G, le bromure d’éthidium, du déqualinium et
la ciprofloxacine [37]. Dans chacune de ces structures,
les molécules ont été localisées dans la grande cavité
centrale, en interaction avec des acides aminés différents;
toutefois étant bloquées a I’entrée du pore, ces travaux
n’apportaient pas d’information clef dans la compréhension
du mécanisme. Afin de forcer I'ouverture du pore, I'acide
aminé localisé au niveau de la fermeture maximale a été
muté en alanine (AcrB-N109A) sans que cela n’affecte
trop I’activité de la pompe [38]. La structure de ce mutant
présente une ouverture de 3 A au niveau du pore, et un
élargissement de la poche d’interaction périplasmique. De
nouvelles structures de complexes ont été déterminées
entre cette protéine mutée et différentes molécules: la
ciprofloxacine, la rhodamine 6G, la nafcilline, le bromure
d’éthidium, et un inhibiteur de AcrB, le Phénylalanine-
Arginine-B-Naphthylamide (PABN). Ces dernieres se retrou-
vent de nouveau dans la grande cavité transmembranaire
al’entrée du pore. Certaines molécules déja incluses dans
I’étude précédente réalisée sur la protéine sauvage mon-
trent une position différente, suggérant une interaction avec
des acides aminés différents dans la pompe. Toutefois, la
structure des complexes montre également la présence
de molécules dans la poche d’interaction périplasmique,
sauf dans le cas de la rhodamine 6G et de la nafcilline. Afin
de mettre en évidence les acides aminés de cette poche
importants pour I'interaction avec les molécules effluées,
ils ont été mutés un par un et leur activité biologique a été
évaluée par des mesures de CMI [38]. Ces expériences ont
montré une faible diminution de la résistance a certaines
molécules, mais suffisante pour démontrer I'importance de
la poche d’interaction périplasmique dans le mécanisme
de I'efflux [39]. Ceci a été également confirmé par I'analyse
de la localisation de mutations spontanées obtenues sur
MexD conférant la capacité aux souches de P. aeruginosa
d’expulser des B-lactamines di-anioniques (céfixime, cef-
triaxone, carbénicilline, aztréonam, latamoxef, ceftazidime).
Cette analyse a montré la localisation de certains de ces
mutants dans cette méme poche [40]. Les sels biliaires
sont également efflués par ces pompes; une structure de
AcrB a été déterminée en complexe avec du déoxycho-
late, montrant que cette molécule est localisée au méme
niveau que la ciprofloxacine, I’éthidium et le PABN dans
cette poche périplasmique [41].

Ce n’est qu’en 2006, lorsque de nouvelles structures d’AcrB
ont été obtenues dans des groupes d’espace différents
[42-44] que le mécanisme de pompe péristaltique a pu
étre proposé. En effet, dans ces nouveaux empilements
cristallins, les trois molécules formant le trimere ne sont
pas liées par un axe de symétrie et peuvent donc adop-
ter une structure différente et indépendante les unes des
autres. L’analyse de la conformation des trois molécules
du trimére a montré des différences importantes dans la
structure, principalement dans le domaine d’entrée. Ces
différences étaient d’autant plus marquées dans les struc-
tures des complexes formés avec la doxorubicine et la
minocycline. Ces molécules ne se sont fixées qu’a un seul
protomere, appelé le «binding » protomeére, dans une large
poche riche en résidus aromatiques formée des feuillets B
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localisés entre les domaines PN2 et PC1 . Dans
cette configuration «binding », I'hélice centrale du domaine
PN1, qui est localisée au coeur du pore, est inclinée de 15°
par rapport a celle des deux autres protomeres, bloquant
la sortie de la poche dans laquelle est fixée la molécule
du c6té du pore central. En revanche, cette méme poche
est ouverte coté périplasmique.

Dans un autre protomeére, la poche est fermée coté péri-
plasmique mais pas du c6té du pore et ne contient pas de
molécule. Cette conformation illustrerait la situation obte-
nue juste apres I'extrusion du substrat dans le canal TolC
ou OprM, elle est donc appelée «extrusion protomere ».
Enfin, la derniere sous-unité du trimére n’a pas sa poche
occupée, ni ouverte du coté du pore, et est ouverte mais
resserrée du cbté périplasmique. Elle est supposée étre
dans un état d’attente du prochain substrat. Elle est donc
appelée «access », ou protomeére au repos [45].

Il semble donc que la poche d’interaction ne puisse pas
étre ouverte en méme temps du coté périplasmique et
du c6té du pore.

En ce qui concerne le domaine transmembranaire, conte-
nant le chemin de translocation de protons (antiport), des
différences sont également visibles, figurant une action
combinée entre le chemin de translocation dans le domaine
transmembranaire et le chemin d’extrusion dans le domaine
central.

Ce modele de pompe péristaltique a été testé in vivo par
I'introduction de ponts disulfures destinés a bloquer le
mouvement a I'interface des sous-domaines impliqués
dans le mécanisme [46]. Cette pompe chimere présente
une sensibilité augmentée pour des composés toxiques,
et cet effet est aboli par ajout de DTT (dithio thréitol), un
agent réducteur qui abolit les ponts disulfures. Une autre
approche, par suivi de fluorescence d’acides aminés modi-
fiés, a permis de mettre en évidence I'importance de 25
résidus, allant de I’entrée de la fente ( , protomere
de droite cyan) jusqu’au fond de la poche d’interaction
(bleu fonceé) et le bas de I'entonnoir (vert) [47].

Une autre approche reposant sur la construction d’un
gene chimére géant ou les 3 protoméres d’AcrB sont
reliés entre eux a été développée. Ainsi des expériences
de mutagenese affectant un seul des 3 protoméres ont pu
étre mises en place pour étudier le mécanisme de pompe
péristaltique [48]. L'introduction d’un pont disulfure fermant
la poche d’interaction périplasmique dans un seul des
protomeres suffit & désactiver la pompe suggérant bien
une coopérativité fonctionnelle entre les 3 protomeéres lors
de I’expulsion des substrats.

Ces structures, couplées a des études par mutagenese,
ont donc permis de proposer un mécanisme d’efflux pour
des molécules «capturées» au niveau de la membrane. En
revanche, elles semblent interdire le passage direct du cyto-
plasme vers I'extérieur de la cellule. Une nouvelle structure
a mis en évidence I'importance de la partie N-terminale
de AcrB, qui montre une séquence tres conservée parmi
les transporteurs de la famille RND [49]. Cette séquence
N-terminale se présente soit sous une forme dépliée soit
sous la forme d’une hélice selon les structures. Ce chan-
gement de conformation modifie le diamétre d’ouverture
de la cavité centrale et pourrait jouer un role de filtre pour
les molécules a expulser. Néanmoins, I’ouverture du pore




Dossier scientifique

Figure 3 — Différentes représentations de la protéine OMF.
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a) Vues schématiques a deux et a trois dimensions de la protéine OprM. Les résidus en représentation de Van der Waals sont suggérés comme responsables

b) Vue perpendiculaire a la membrane, c6té périplasmique. Pour OprM, les résidus présents sont les mémes que pour le schéma (a). Pour TolC, les résidus
formant des liaisons hydrogénes inter ou intra moléculaires sont présentés en baton. Les résidus en représentation de Van der Waals correspondent aux
mutations en cystéine introduites afin de bloquer la protéine dans un état fermé (voir texte).

au niveau du domaine d’entrée n’est pas modifiée. Les
molécules entreraient donc dans la grande cavité centrale
puis passeraient dans le périplasme de maniére passive,
avant d’étre prises en charge par le mécanisme de pompe
péristaltique. Une autre possibilité est I'intervention d’autres
pompes dans un systéme de transport coordonné: par
exemple, MdfA ou EmrE situées dans la membrane interne
transporteraient les molécules du cytoplasme dans le péri-
plasme, puis AcrAB-TolC ou MexAB-OprM les prendraient
en charge pour les expulser de la bactérie [50].

Ce n’est que plus récemment que la structure de MexB, la
protéine RND de P, aeruginosa, a été résolue [51]. Quelques
différences existent avec AcrB d’E. coli, principalement
dans le monomeére «access » et plus spécifiquement au
niveau des sous-domaines TM6-TM12 et PC2, ce dernier
se rapprochant a la fois du premier et de PC1 menant a une
contraction de I'entrée de la poche d’interaction périplas-
mique. Contrairement a AcrB, la poche est donc fermée
dans la position «access ». Il semble donc qu’une certaine
flexibilité soit nécessaire a la fonction de la pompe et I'on
peut supposer que les changements de conformations

nécessaires dépendent de I'interaction avec la protéine
partenaire MexA.

4.2. La protéine «canal»

de la membrane externe, OprM

Des structures de cette famille de protéines ont été déter-
minées pour différentes bactéries, dont TolC chez E. coli
et OprM chez P. aeruginosa. Elles présentent un replie-
ment similaire malgré un faible pourcentage d’identité de
séquence (inférieur a 20 %) [52, 53]. Le canal est constitué
par I'assemblage de trois monomeéres, chacun présentant
également une répétition interne. La partie membranaire
du trimére est constituée d’un tonneau de feuillets 8 d’'une
épaisseur de 40 A environ inséré dans la membrane externe.
Le domaine périplasmique ne présente que des hélices et
s'étend sur plus de 100 A

Dans les différentes structures publiées concernant ces
canaux externes (obtenus sous forme de protéine purifiée
isolée), les deux extrémités du pore sont fermées. Cecin’est
pas compatible avec leur réle de canal de membrane externe
dans I'efflux, ce qui semble indiquer qu’elles ne seraient
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ouvertes que lorsqu’elles sont fonctionnellement associées
avec les autres partenaires. Dés la premiere structure déter-
minée pour TolC, il a été suggéré que la protéine pouvait
s’ouvrir selon un mouvement de diaphragme comme pour
les appareils photos. Ceci reviendrait a écarter les segments
d’hélice impliqués dans le domaine coiled-coil .
Plus tard, I'analyse par dynamique moléculaire vibration-
nelle de la structure d’OprM a suggéré une ouverture par
combinaison d’un mouvement de twist et d’'un mouvement
d’extension concernant la totalité de la protéine [53]. Ceci
permettrait d’atteindre une ouverture d’environ 30 Atoutle
long du canal, qui se terminerait par une ouverture du clapet
formé par les boucles extracellulaires. De plus, cette analyse
a mis en évidence une région de fermeture (ressemblant a
un cadenas), localisée a I'extrémité périplasmique du pore,
qui implique des résidus chargés formant des liaisons hydro-
genes et méme pour certains, des ponts salins. Les résidus
impliqués dans ce cadenas different entre les protéines,
mais ont tous pour effet de rigidifier les interactions entre les
hélices internes et externes et/ou les trois monomeres [53]
. Plusieurs travaux montrent I'importance de la
flexibilité de ces hélices lors du passage des molécules
dans le canal [54-60].
En ce qui concerne la protéine OprM, équivalente de TolC
chez P, aeruginosa, peu d’études concernant I'ouverture du
canal ont été réalisées a ce jour [53]. On connait I'impor-
tance de certains résidus dans I'ouverture de la protéine,
qui bien que localisés dans la méme région structurale
que les résidus identifiés chez TolC, ne sont pas alignés
en séquence. OprM possede un double pont salin inter-
moléculaire a la sortie du pore, Ia ou TolC présente une
double couronne de résidus aspartates et donc aucune
interaction inter-moléculaire [61]. Ces deux porines, bien que
de structure trés proche, présentent donc des différences
locales qui peuvent avoir des conséquences fonctionnelles.

4.3. La protéine MFP, MexA
Cette protéine n’a pas de fonction active ou de canal
. Son réle est de conforter et/ou stabiliser I'as-
semblage du complexe MexB-OprM. La premiére struc-
ture de MFP a avoir été résolue est celle de MexA chez P,
aeruginosa [62, 63]. Le niveau d’oligomérisation dans I'unité
asymétrique est étonnant, 13 molécules interagissant via
leurs hélices pour former deux fers a cheval téte-béche
constitués de 6 et 7 MexA respectivement . La
structure d’une molécule de MexA a une forme allongée
de 90 A de long sur 35 A de large et contient 4 domaines
: un domaine formé de deux hélices en épingle a
cheveux (a-hairpin), un domaine  formé d’un sandwich de
deux fois quatre feuillets 8, un domaine tonneau B (3-barrel)
lié a une hélice a, structure souvent rencontrée dans des
domaines impliqués dans la liaison a des ligands et pou-
vant donc étre impliquée dans le transport des substrats,
et un dernier domaine, trés flexible dans le cristal, entiere-
ment formé de feuillets B (membrane proximale). Tous ces
domaines sont composés de deux parties éloignées en
séquence, la protéine semblant étre « pliée » au niveau de
I’épingle a cheveux. L'ensemble des 7 plus 6 monomeéres
forme un cylindre de 40 A de diamétre constitué de I'in-
teraction des hélices «, se terminant a chaque extrémité
par une couronne évasée
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Figure 4 — Représentation tridimensionnelle schématique

de la protéine MFP.
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a) Structure de MexA (MexA: code PDB 2V4D) avec 13 molécules par unité asymétrique,
empilées en deux couronnes téte béches de 6 et 7 monomeéres respectivement, formant
un cylindre de 40 A de diamétre.
b) Représentation tridimensionnelle schématique d’un monomeére de MexA, colorié en
arc-en-ciel du N- vers le C-terminal, réparti en quatre domaines structuraux.

La structure de la protéine AcrA de E. coli a été déterminée
avec un empilement cristallin totalement différent [64]. Elle
se présente sous la forme d’un dimeére de dimeére. Les trois
premiers domaines sont comparables a ceux de MexA,
en revanche le domaine «membrane proximal » n’est pas
visible dans la structure. La boucle reliant les deux hélices
o« du domaine a-hairpin est plus longue de 13 acides ami-
nés par rapport a celle de la structure de MexA, ce qui
doit certainement avoir une incidence dans l'interaction de
ces MFP avec leur partenaire OMF respectif, I'assemblage
étant supposé se faire via ce domaine. Depuis, d’autres
structures de protéines MFP ont été résolues, telles que (1)
CusB de E. coli qui fonctionne avec CusC et CusA trans-
porteur spécifique responsable de I’expulsion d’atomes
lourds tels que le cuivre et I’'argent, (2) MacA de E. coli qui
fonctionne avec TolC et MacB, transporteur de la famille
ABC spécifique de I'efflux des macrolides, (3) ZneB de
Cupriavidus metallidurans qui fonctionne avec ZneA et
ZneC, pompe spécifique de I'efflux de métaux lourds tels
que le zinc [65-67]. Toutes ces structures de protéines
MFP présentent une organisation identique en 4 domaines
comportant des différences locales, afin de permettre une
meilleure adaptation a leur partenaire OMF respectif.
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A partir de ces structures, différents modéles d’assemblage
de la pompe entiére ont été proposés. |l était admis que
les protéines OMF et RND interagissaient ensemble sous
forme de trimeres, en revanche, personne ne savait com-
bien de molécules de la protéine MFP étaient nécessaires
pour obtenir une pompe fonctionnelle. Néanmoins, chaque
modele proposé a tenu a respecter cette symétrie 3. Les
structures de MexA semblaient indiquer qu’il était possible
de faire un tour complet en juxtaposant 9 molécules de
MexA [62]. Il a méme été suggéré que 12 molécules pou-
vaient entourer le complexe [63]. Ceci nécessiterait une
adaptation de différentes orientations des domaines de
MexA les uns par rapport aux autres, mais il a été montré
que cette protéine était trés flexible et donc capable de
permettre un ajustement a la structure de son partenaire,
ce qui parait indispensable pour suivre les mouvements
de pompe péristaltique de la protéine MexB [68]. Néan-
moins, en tenant compte de toutes les données de la litté-
rature, un niveau d’oligomérisation plus modeste de 6 [63]
ou méme 3 MexA [69, 70] par trimére de OprM/MexB
semble plus réaliste.

[} Assemblage

Bien que plusieurs structures correspondant a chaque
composant de la pompe aient été résolues chez différentes
espéeces bactériennes, le mécanisme de I'efflux et le niveau
d’oligomérisation de la protéine MFP ne sont toujours pas
connus. Beaucoup d’efforts ont été investis pour détermi-
ner la structure du complexe, mais sans succes a ce jour.
Vue de loin, la protéine de membrane externe pourrait sem-
bler n’avoir qu’un réle de pore, créant une porte de sortie a
travers la membrane externe. Néanmoins, ces différentes
protéines-canal de membrane externe ont des spécificités
différentes vis-a-vis de leurs pompes respectives. OprM
est capable d’interagir avec AcrAB mais la pompe n’est
pas fonctionnelle [71, 72]. En revanche, TolC n’interagit
pas avec MexA-MexB mais peut fonctionner avec AcrA-
MexB [73]. TolC peut interagir avec le systeme VceAB et
créer une pompe fonctionnelle, mais inversement VceC
ne peut pas remplacer fonctionnellement TolC bien que
I’'assemblage soit possible [74]. Chez P, aeruginosa, OprM
n’est pas seulement la porine de la pompe MexAB [75],
mais également de MexXY et de MexJK [35, 76-78]. De
plus, elle est capable de remplacer OprJ avec MexCD et
OprN avec MexEF sans que cela n’affecte le profil d’élution
des substrats de ces pompes [34, 79]. Inversement OprN
n’est capable d’interagir qu’avec sa pompe MexEF [80].

Tout ceci semble indiquer qu’il existe des zones de recon-
naissance spécifiques entre les différentes protéines de
ces pompes et que I’élément MFP peut moduler, dans
une certaine mesure, les associations entre des parte-
naires différents.

A Conclusion

La pompe MexAB-OprM de P. aeruginosa et AcrAB-TolC
de Escherichia coli sont les prototypes des pompes
d’efflux a trois composants appartenant a la famille
RND [81]. Leur contribution dans la résistance chez les
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isolats cliniques a été largement démontrée et ainsi une
stratégie basée sur I'inhibition de ces mécanismes d’efflux
s’est construite afin de restaurer I'activité des antibio-
tiques substrats des pompes [21, 82]. Avec la résolution
de la structure 3D des composants des pompes d’efflux
et les divers modeles fonctionnels proposés, plusieurs
molécules ont été testées afin de restaurer la sensibilité
aux antibiotiques [82].

Ces molécules (EPIs pour «efflux pump inhibitors »), ne
doivent pas avoir d’effet intrinséque sur la bactérie mais
permettre de restaurer la concentration intracellulaire
de I'antibiotique reconnu et expulsé par la pompe d’ef-
flux. Des molécules peptidomimétiques ont été étudiées
sur des souches de P. aeruginosa produisant la pompe
d’efflux MexAB et certaines d’entre elles sont capables
de bloquer I'efflux de la lévofloxacine (utilisée comme
marqueur du transport des fluoroquinolones) [83, 84].
Cette famille de peptidomimétiques a été largement
développée et étudiée avec I'utilisation du MC-207,110,
Phe-Arg-B-naphthylamine (PABN) dans les études de dif-
férentes pompes d’efflux réalisées chez plusieurs especes
bactériennes [21]. Plusieurs dérivés ont été produits afin
d’obtenir des molécules moins toxiques chez I’animal
et plus stables in vivo. D’autres dérivés ont été produits
par modifications chimiques et certains présentent une
meilleure solubilité avec des activités biologiques conser-
vées [21].

En conclusion, actuellement nos connaissances concer-
nant les transporteurs bactériens de la famille Mex, impli-
qués dans I'efflux des antibiotiques chez P. aeruginosa, ont
largement progressé au cours de ces dernieres années.
Les études se sont particulierement amplifiées sur les
régulateurs et activateurs impliqués dans I’expression
des pompes ainsi que les paramétres biochimiques,
mécanistiques et structuraux du transport. Ces travaux
ont permis d’organiser une contre-attaque afin de neu-
traliser ce mécanisme de transport actif impliqué dans la
résistance. Le développement de cette famille originale
d’antibactériens ciblant les pompes d’efflux devrait per-
mettre un diagnostic fonctionnel des activités d’efflux et
a plus long terme le retour en thérapeutique de plusieurs
antibiotiques substrats des pompes. A I'image des inhibi-
teurs de B-lactamases associés avec les 3-lactamines qui
représentent un exemple de combinaison utilisée actuelle-
ment, ces molécules s’associeraient a I’antibiotique pour
restaurer son action. Plusieurs molécules appartenant a
cette famille ont été produites et ont fait I'objet de brevet
[85, 86]. Il est intéressant de noter que certaines de ces
molécules sont déja utilisées pour évaluer I’efflux et son
expression, ainsi que I’évolution et la dissémination de
I’efflux dans les isolats cliniques de P. aeruginosa [85].
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