Systémes d’efflux actifs bactériens :
caractérisation et modélisation
pour quelles perspectives ?
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QUELQUES DATES...

«*1Escherichia coli
- efflux spécifique tétracycline (Levy sB, MCMurry L. 1978. Nature)
- description de AcrAB-TolC (RND) (Nakamura et al.1978. J.Bact)

«»1Staphylococcus aureus : NorA (MFS) (Yoshida et al. 1990. J.Bact)
Staphylococcus epidermidis : MsrA (ABC) (Roos et al. 1990. Mol Microbiol)

«*|Pseudomonas aeruginosa : MexAB-OprM (RND) (Nikaido H. 1994. Science)

«1Streptococcus pneumoniae: PmrA (MFS) (Gill et al. 1999. AAC)

sIEfflux cellules leucémiques résistantes aux anthracyclines
(Inaba et al. 1979. Leukemia Cancer Res)
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CLASSES EFFLUX BACTERIENS

Substrat

MATE : Multidrug And Toxic compound Extrusion
ABC : ATP-Binding Cassette

extracellulaire

cytoplasme

SMR : Small Multidrug Resistance
MFS : Major Facilitator Superfamilly
RND : Resistance/Nodulation/cell Division
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STRUCTURE SECONDAIRE
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Borges-Walmsley et al. 2003. J. Biochem
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EXEMPLES SUBSTRATS
EFFLUXACTIFS RND

EFFLUX SUBSTRATS
s MexAB-OprM Cmp, Fq, Tmp, Tc, R-Lact’, Nov, Fus, Rif, Sulf, etc...
Q
% MexCD-OprJ Cmp, Fq, Tmp, Tc, Zwitt.C, Ery
g MexEF-OprN Cmp, Fq, Tmp
©
Q MexXY-OprM Ery, Fq, Tc, Zwitt.C, Aminosides
= AcrAB-TolC Cmp, Fq, Tc, B-Lact, Nov, Fus, Rif, Sulf, Etb, Biolysins,
8 Detergents, Dyes, ...
Wi

AcrD-(TolC) Fq, Tc, B-Lact, Zwitt.C, Aminosides, Nov, Biolysins? Deterge

Cmp : chloramphénicole ; Fq : fluoroquinolones ; Tmp : triméthoprime ; Tc : tétracycline ; R-Lact : R-
lactamines ; Nov : novobiocine ; Fus : acide fusidique ; Rif : rifampicine ; Sulf : sulfamethoxazole ; Zwitt.C :
céfépime/céfpirome ; Ery : érythromycine ; etc : acriflavine, crystal violet, sels biliaires, bromure d’éthidiume,
triton X100, SDS, solvants...

* excepté imipéneme

ORGANISATION GENETIQUE : RND
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Exemple de pompes a efflux pathogénes humains

Pathogéne Efflux Famille
S. aureus NorA, NorB, NorC, TetK-L, MdeA MFS
MsrA ABC
L. monocytogenes MdrL, Lde, TetK-L MFS
Mycobacterium tuberculosis Mmr SMR
TetK-L MFS
DrrB ABC
Enterococcus spp. TetK-L, EmeA MFS
Lsa ABC
H. Influenzae TetB, K MFS
AcrB-like RND

Bambeke F.V. et al. 2003. JAC
Li & Nikaido. 2004. Drugs
Li & Nikaido. 2009. Drugs

Exemple de pompes a efflux pathogénes humains

Pathogéne Efflux Famille

Neisseria gonorrhoeae MtrD,FarB RND
MacAB MATE

Salmonella spp. AcrB, MdtBC RND

TetA-D, FloR MFS

E. coli EmrE SMR
YdhE MATE

TetA-E, Ber, MdfA, Ycel, EmrB MFS

AcrB, AcrD, AcrF, YegN, YhiV RND

P. aeruginosa CImA, TetA,C,E MFS

MexB, MexD, MexF, MexK, MexY RND

MexN, MexQ, MexW, TriC RND

Bambeke F.V. et al. 2003. JAC
Li & Nikaido. 2004. Drugs
Li & Nikaido. 2009. Drugs




Surexpression de 'efflux chez P. aeruginosa

CMI (ug/ml)
CAR CIP CHL TET

PAO1 (sauvage) 64 0.12 64 16
MexAB-oprM+++ 256 0.25 256 64
mexAB-oprM::kan 0.5 0.03 2 1
MexCD-oprJ+++ 16 1 256 1
AmexCD-oprJ 0.002 1 0.12
MexEF-oprN+++ 0.5 16 0.5 >1024
MexXY-oprM+++ 0.5 512 64
AmexXY-oprM 0.25 8 32

CLSI

concentrations critiques 512 4 32 16

CAR, carbénicilline; CIP, ciprofloxacine; CHL, chloramphénicole; TET, tétracycline

Piddock, 2004, Clin Microbiol Rev

Souches cliniques de P. aeruginosa :
mutations du répresseur mexZ de mexXY

Vogne et al. 2004. AAC

A409-pb

A50-pb

- 1000-bp

--- 500-bp

573 574 616 615

616 615 W+




Surexpression de I'Efflux

CMI (ug/ml)
NOR CIP EtBr ACR

S. aureus SA-1199 (sauvage) 0.5 0.5
S. aureus SA-1199 (NorA+++) 16 4
S. pneumoniae R6 (sauvage) 2 0.5 2 4
S. pneumoniae R6 (PmrA+++) 16 2 16 16
S. pneumoniae R6::cat 2 0.5 2 4
CLSI
concentrations critiques 16 4

NOR, norfloxacine; CIP, ciprofloxacine; EtBr, bromure d’étidium; ACR, acriflavine

Piddock, 2004, Clin Microbiol Rev

Conséquences cliniques de l'efflux

CIPROFLOXACINE
LEVOFLOXACINE
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Doubles Mutants Cible/Efflux

P. aeruginosa

CMI lévofloxacine (ug/ml)

Type S MexAB+++

Aucune 0.25 2
gyrA (Thr83->lle) 2 8
gyrA (Thr83->lle) + parC(Ser87->Leu) 4 32
gyrA (Thr83->lle + Asp87->Tyr) + parC(Ser87->Leu) 16 128

mexR.| mexA | mexB | oprM

Lomovoskaya O. et al. 1999. AAC

CLINIQUE AUX ANTIBIOTIQUES

IMPACT DE L'EFFLUX SUR LA RESISTANCE

»! Surexpression possible : difficilement détectable en routine car faible
augmentation des CMI et favorise I'apparition de résistances par sous

estimation des taux de résistance

»! Systémes d’efflux peuvent coopérer avec d’autres mécanismes de

résistance

»Expression concomitante de ++ pompes a efflux : résistance haut niveau
pour un antibiotique; co-expression de ++ pompes a efflux : multirésistance

»! Augmente le risque de sélection de mutants résistants (diminution de la
concentration intracellulaire : survie de la population de souches a

sensibilité diminuée)

> Transférabilité possible par éléments génétiques mobiles

++!Développement résistance par efflux vis-a-vis des désinfectants :

potentiellement problématique au niveau hospitalier

10



Comment ca marche ?

CARACTERISATION
MODELISATION

CARACTERISATION - MODELISATION

Exemple des Systéemes RND

Composante(s) impliquée(s) ?

—> Protéine membranaire externe interchangeable

—> La pompe : élément dynamique
- transport
- reconnaissance

11



CARACTERISATION - MODELISATION

STARTEGIES

> PROTEINES CHIMERIQUES

Elkins et al. 2002. J Bact.

CARACTERISATION - MODELISATION

C> PROTEINES CHIMERIQUES

> MUTAGENESE DIRIGEE

Aires et al. 2001. AAC.
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CARACTERISATION - MODELISATION

C> PROTEINES CHIMERIQUES

C > MUTAGENESE DIRIGEE

[,> MODELISATION IN VITRO

Protéoliposomes i
Aires et al. 2004. J. Bact

CARACTERISATION - MODELISATION

C> PROTEINES CHIMERIQUES
C> MUTAGENESE DIRIGEE
[,> MODELISATION IN VITRO

E> CRISTALLOGRAPHIE 2 g "
o5
27 m
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E. coli AcrB (RND)

Vue de Face

Haut Bas

Murakami S., Yamaguchi A. 2003. Curr. Opi. Struct. Biol. 13:443-452

RECONNAISSANCE SUBSTRAT : AcrB (RND)

(Al (B

Périplasme

Membrane interne

Cytosol

Hernandez-Mendoza et al. 2007
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Périplasme

bilayer |

MUTAGENESE DIRIGEE AcrB

Mutations Ponctuelles

\% Perip CcC

F556A F664A  L29A
F666A D99A

E673A D101A

D566A N109A

s715A  F386A

R717A  F388A

WB859A  F458A

F459A

|

Cytoplasme

E. coli AacrAB

Yu et al. 2003. J. Bact. 185:5657-5664

Modélisation de I'Evolution de la cavité Périplasmique

PERIPLASME

Seeger et al. 2008. Nature Struct & Mol Biol
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ASSEMBLAGE RND

EXTRACELLUAIRE

TolC

PERIPLASME

Koronakis et al. 2000. Nature
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TolC trimer

AcrB trimer

Inner membrane

Cytoplasm

Murakami S. and Yamaguchi A. 2003. Curr. Opi. Struct. Biol.

MODELISATION E. coli AcrAB-TolC
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Akama H. et al.
2004. JBC
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Modéle rotatif : E. coli AcrAB-TolC
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Schuldiner, S. 2006. Nature
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E. coli EmrE (SMR)

Chen et al. 2007
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Perspectives?

-l1Absence de nouvelle molécules antibiotiques

-IModéle des inhibiteurs des B-lactamases:
Inhibiteurs de pompes a efflux (EPI)

|

Continuer a utiliser les molécules actuelles

Inhibiteurs d’Efflux (EPI)

St 1 e —— | EPL| ——

BT - j_j .
CIBLES POTENTIELLES ACTIVITES POTENTIELLES
Canal, membrane externe . Encombrement du canal
Protéine de liaison, périplasme Perturber 'assemblage
Pompe, membrane cytoplasmique Compétition
Energie Dissipation du potentiel

19



EPI

+»!Inhibiteurs de la composante énergétique : utiles in vitro

- Inhibiteurs ATPase

- Inhibiteurs de la force proton motrice (CCCP),
- Dissipateurs d’énergie (ionophores Nigéricine, Valinomycine)

+»!Inhibiteurs de la pompe : potentiellement utiles en thérapeutique
- Agent hypertenseurs (réserpine)
- Inhibiteurs des canaux calciques (vérapamil)

- Certains anti-dépresseurs

- Inhibiteurs de la P-glycoprotéine...

EPI: STRATEGIES

+ICriblage de composés
synthétiques

- Dérivés peptidiques

(Phe-Arg B-naphthylamide (PAGN))
- Benzimidazoles

- Quinoléines

- Arylpipéridines, arylpipérazines

“!Criblage de composés
naturels

- Extraits de plantes,
-IProduits de fermentation
(actinomycétes)
-lInsectes...

L +
| RN TN N "-r SN
H |

“\ ,{y‘ Ny (I N

L-Phe-L-Arg-beta-naphtylamide (PAN)

Pdizrccil eFhacmacenticz S pateal compoan! In WHASIET-ATY
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Doubles Mutants Cible/Efflux

P. aeruginosa

CMI Iévofloxacine (ug/ml)

Type S MexAB+++ MexAB++

+ EPI
Aucune 0.25 2 0.03
gyrA (Thr83->lle) 2 8 0.5
gyrA (Thr83->lle) + parC(Ser87->Leu) 4 32 2
gyrA (Thr83->lle + Asp87->Tyr) + parC(Ser87->Leu) 16 128 8

mexR.| mexA | mexB | oprM

Lomovoskaya O. et al. 1999. AAC

MECHANISMES RESISTANCE ANTIBIOTIQUES

S e e° AL W
%0\%((\ o N _‘\0\0‘\ c“0\\6 «b@‘o\
¢ & o W <@
Inactivation Enzymatique + + (+) + +
Mutation Cible + + + + +
Imperméabilité Paroi
Efflux actif + + + + +
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The real threat of Klebsiella pneumoniae carbapenemase-
producing bacteria

y Nordra, Geebe (e, Tl Az
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Quelles molécules ne sont pas transportées ?
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