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Résumé - Un challenge majeur en chimie médicinale est la caractérisation des paramétres qui modulent la
concentration requise pour I'activité thérapeutique. Chez les bactéries Gram négatives, il s’agit de mesurer la
diffusion des antibiotiques & travers les membranes externes et internes, délimitant le périplasme, qui entourent
le cytoplasme. La découverte et le développement de nouveaux antibiotiques actifs sont dépendants de leur
capacité a atteindre la concentration critique au voisinage de la cible. Malgré les nombreux travaux concernant
l'activité des antibiotiques et utilisant diverses approches, aucun consensus sur la cinétique et ’accumulation
dans les bactéries individuelles ou les suspensions bactériennes n’est disponible afin de comprendre clairement la
translocation des antibiotiques dans les bactéries vivantes. Dans le consortium « Translocation », nous avons
développé des méthodes originales afin de quantifier la pénétration et 'expulsion chez les Gram négatives. Avec
ces méthodes, les nouveaux concepts « Temps de résidence d’une concentration prés de la cible » (RTC2T) et
«Relation structure — concentration intra-bactérienne — activité » (SICAR) ont été élaborés afin de relier les
aspects chimiques et structuraux a ceux des membranes bactériennes et des transporteurs. Ces concepts
permettent une analyse de la translocation et ainsi ouvrent des pistes afin d’améliorer les paramétres
pharmacophoriques de ’antibiotique impliqués dans I'Influx et 'Efflux.

Mots clés : antibiotiques, résistance multiple, transporteurs, pompe d’efflux, porines

Abstract - Antibiotic transport and membrane permeability: new insights to fight bacterial
resistance. A main challenge in medicinal chemistry is to determine the parameters modulating the in
cellulo drug concentration needed for a therapeutic action. In Gram-negative antibacterial research, the
concern is to evaluate the antibiotic permeation across the outer and inner membranes, that delineate the
periplasm surrounding the bacterial cytoplasm. Passing through the membrane barrier to reach the
inhibitory concentration inside the bacterium is the first pivotal step for antibiotics. The research and the
development of new antimicrobials mostly rely on their capacity to reach critical concentrations in the
vicinity of their intracellular target. Despite several decades of studies focused on antibiotic/drug activity
against bacterial cells using different approaches, no consensus regarding the analysis of the kinetics and
accumulation in individual bacterium and in bacterial populations is available to understand the drug
translocation into living bacteria as a first step of drug action. Our TRANSLOCATION consortium supports
the development of reliable and robust methods to quantify penetration and efflux processes in Gram-
negative bacteria and recently we have developed a reliable and efficient method to determine the intra-
bacterial concentration of fluorescent antibiotics. By using these powerful approaches, new concepts,
“Resident Time Concentration Close to Target” (RTC2T) and “Structure Intracellular Concentration
Activity Relationship” (SICAR), have been proposed in order to link chemical and structural aspects with
the bacterial membrane and transport aspects. Using RTC2T and SICAR indexes, a new dissection of
antibiotic translocation-transport can be obtained to better understand and improve the antibiotic
pharmacophoric groups that are related to permeation and efflux.
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Introduction

Face & la résistance bactérienne aux antibiotiques
(Boucher et al., 2009, 2013 ; Fraimow & Tsigrelis, 2011 ;
CDC, 2013; Page & Bush, 2014 ; Pierluigi et al., 2015;
Watkins & Bonomo, 2016), un nouveau défi concerne la
caractérisation des parameétres qui modulent la concentra-
tion interne en molécules nécessaires a ’activité thérapeu-
tique. Ainsi, pour ce qui intéresse le développement
d’antibiotiques ciblant les bactéries Gram négatives, le
challenge est d’évaluer la diffusion de la molécule a travers
les deux membranes, externe et interne (ou cytoplasmique),
qui entourent le cytoplasme de la bactérie et qui
contiennent entre elles le périplasme. Franchir la barriére
membranaire afin d’atteindre la concentration inhibitrice
au voisinage de la cible est I’étape clé pour I'antibiotique
(Nikaido, 2003 ; Pages et al., 2008 ; Delcour, 2009 ; Silver,
2011 ; Li et al., 2015 ; Zgurskaya et al., 2015 ; Shuster et al.,
2016). Une illustration est présentée sur la Figure 1.

Malgré plusieurs décennies et de nombreux travaux
portant sur l’activité des antibiotiques sur les bactéries &
l'aide de différentes approches, aucun consensus ou
protocole solide n’ont été proposés concernant I'analyse
de la cinétique et de 'accumulation intracellulaire dans les
populations bactériennes et/ou dans la bactérie isolée. Ce
point est essentiel pour comprendre la translocation dans
la bactérie et la premiére étape de ’action antibactérienne
(Stavenger & Winterhalter, 2014; Masi et al., 2017).
Actuellement, ce défaut de méthodes appropriées consti-
tue un blocage pour ’amélioration de molécules existantes
et/ou la mise au point de nouvelles molécules ayant une
activité antibactérienne renforcée sur les souches résis-
tantes. Le Consortium Européen Translocation (www.
translocation.eu) a pour but de développer les recherches
afin de résoudre ce probléme de pénétration et d’expulsion
des antibiotiques chez les Gram négatives (Stavenger &
Winterhalter, 2014).

Plusieurs programmes de recherche ont été initiés afin
de mettre au point des méthodes et des outils solides pour
identifier, quantifier et localiser la concentration intra-
bactérienne d’antibiotiques et ainsi étudier le role des
mécanismes de résistance associés a la membrane (Influx,
Efflux) controlant 'accumulation des molécules anti-
bactériennes. Deux approches méthodologiques ont
récemment permis 1’étude d’antibiotiques couramment
prescrits en médecine sans en modifier la structure ou
Pactivité. Dans le cas des molécules fluorescentes comme
les fluoroquinolones (ciprofloxacine, flérofloxacine), des
travaux ont été réalisés en utilisant les lignes de lumiére du
Synchrotron Soleil. Ils ont permis de suivre la pénétration,
I’accumulation et la localisation de ’antibiotique dans la
bactérie individuelle ou dans la population bactérienne.
En paralléle, I'impact des mécanismes d’entrée et d’efflux
sur cette accumulation a été rapporté (Kascakova et al.,
2012; Pages et al., 2013; Philippe et al., 2015). La
spectrométrie de masse est aussi une approche intéres-
sante pour déterminer la concentration intracellulaire
dans différentes souches et espéces bactériennes (Zhou
et al., 2015 ; Masi et al., 2017).
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Figure 1. Membrane et barriére de perméabilité, Influx et
Efflux. L’enveloppe des bactéries Gram négatives est schéma-
tisée avec la membrane externe, le périplasme, la membrane
interne. (a), (b) et (d) indiquent les étapes de pénétration dans le
périplasme (c) ou le cytoplasme, qui sont regroupées sous le
terme «Influx». (e), (f), (g), représentent le mécanisme
d’expulsion ou « Efflux ». Les porines sont illustrées en rectangles
verts et les pompes d’efflux en cylindres bruns.

Dans le méme temps, plusieurs concepts originaux ont
été proposés afin de corréler les propriétés structurales et
chimiques des antibiotiques & leur accumulation, « Relation
structure — concentration intra-bactérienne — activité »
(SICAR index, Structure Intracellular Concentration Acti-
vity Relationship), d’une part, et de relier les caractéristiques
membranaires des bactéries & leur sensibilité, « Temps de
résidence d’une concentration prés de la cibles (RTC2T
index, Resident Time Concentration Close to Target),
d’autre part (Masi et al., 2017). A partir de ces nouveaux
outils et concepts, de nouvelles perspectives s’ouvrent afin de
comprendre et caractériser les bases moléculaires et
cinétiques de la concentration intra-bactérienne en anti-
biotique ainsi que la relation entre cette concentration et
Pactivité in situ de la molécule (Masi et al., 2017).

Influx et pénétration de I'antibiotique

L’originalité de la membrane externe des bactéries
Gram négatives tient a la structure asymétrique des
feuillets lipidiques qui la composent : le lipopolysaccharide
forme la couche externe alors que les phospholipides se
trouvent sur le versant interne (Nikaido & Vaara, 1987 ;
Silhavy et al., 2010). Cette membrane constitue la barriére
qui protége la cellule bactérienne contre les agressions
chimiques, biologiques et physiques venant du milieu
externe (Hancock, 1997). Dans cette membrane externe
sont insérées plusieurs protéines qui sont impliquées dans
I’architecture de I’enveloppe, jouent un role de récepteurs,
sont des transporteurs spécifiques ou non, etc. Dans le
groupe des protéines-canaux, on trouve les porines qui
organisent des petits canaux hydrophiles par lesquels
transitent des molécules chargées, sels, acides aminés,
nutriments, etc. (Pages et al., 2008), nécessaires a la vie et
a la croissance cellulaire.
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Les antibiotiques hydrophiles comme les B-lactami-
nes, les fluoroquinolones et les phénicols utilisent ces
canaux pour une diffusion facilitée a travers la mem-
brane externe (Nikaido, 1985, 1989). Ainsi la barriére
membranaire, au méme titre que la barriére enzyma-
tique, contribue a la résistance aux B-lactamines comme
cela a été rapporté avec la disparition des porines chez les
isolats cliniques résistants (Nikaido & Normark, 1987;
Bradford, 2001; Pageés et al., 2008 ; Bush & Bradford,
2016). Concernant la résistance enzymatique, de nom-
breuses revues ont montré le role des B-lactamases /
céphalosporinases, et plus récemment des carbapénéma-
ses dans la dégradation de la B-lactamine ayant atteint
I’espace périplasmique. Cette hydrolyse vient renforcer
Ieffet protecteur de la barriére membranaire en dimi-
nuant la concentration en antibiotique résident et actif
au voisinage de sa cible comme proposé dans le modéle de
Nikaido (1985, 1989). Ainsi la pénétration, via la
perméabilité de la membrane externe et les canaux
porines, joue un role de «filtre» dans ce paramétre
stratégique de l'activité antibactérienne.

La pénétration des B-lactamines dans le périplasme
peut étre illustrée en utilisant la nitrocéfine, une
pénicilline chromogénique (dérivé fluorescent de la
pénicilline V) qui devient rouge aprés clivage par la
B-lactamase périplasmique (O’Callaghan et al., 1972;
Zhao et al., 1999). Ainsi, Papproche enzymatique
développée dans I’équipe de Nikaido a permis d’évaluer
la vitesse de pénétration et de clivage des B-lactamines
chez plusieurs entérobactéries (Kojima & Nikaido, 2013).
Une méme approche a été utilisée avec la bocilline
(pénicilline chromogénique) (Morikawa et al., 2004) qui
permet de suivre la concentration cellulaire de ’antibio-
tique chez des souches bactériennes exprimant ou non les
pompes d’efflux ou les porines (Pu et al., 2016). Un des
points majeurs soulevé par ces travaux concerne les
molécules utilisées comme reporters qui ne sont pas a
proprement parler des antibiotiques utilisés en clinique,
ou qui dérivent de molécules qui ne sont plus ou trés peu
utilisées (Pu et al., 2016).

Récemment, la ceftazidime, une céphalosporine de
troisiéme génération, est apparue comme une alternative
afin de lutter contre les bactéries Gram négatives
productrices de carbapénémases en la combinant avec
un inhibiteur de B-lactamase (Pucci & Bush, 2013;
Bush, 2015 ; Liscio et al., 2015). Dans ce contexte, il est
clair que la B-lactamine et son partenaire inhibiteur
(acide clavulanique, avibactame) doivent pouvoir tra-
verser la membrane externe pour atteindre la cible
périplasmique (Pageés et al., 2015). Une série de
synthéses chimiques a permis de produire plusieurs
molécules de ceftazidime fluorescente (CAZ-Fluo) qui
montrent une activité antibactérienne (Allam et al.,
2017). Ces molécules ont été utilisées a la fois dans la
population bactérienne en fluorimétrie mais aussi en
microspectrofluorimétrie afin de suivre la cinétique
d’accumulation des CAZ-Fluo. Ces approches ont
permis de déterminer la concentration intra-bactérienne
en antibiotique, de localiser son accumulation en

utilisant D’activité B-lactamase présente dans le péri-
plasme et de montrer la relation existant entre
perméabilité de la membrane externe, concentration
dans le périplasme et activité antibactérienne (Allam
et al., 2017).

Efflux et accumulation de I'antibiotique

La famille des pompes d’efflux RND (pour «Résis-
tance-Nodulation-Division » ) est trés conservée chez les
entérobactéries impliquées en médecine humaine, telles
que Escherichia coli, Enterobacter aerogenes/cloacae,
Klebsiella pneumoniae, et Salmonella enterica, ainsi que
chez d’autres bactéries Gram négatives comme Acine-
tobacter baumannii, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomo-
nas aeruginosa (Paulsen et al., 2001 ; Nikaido & Pages,
2012; Blair et al., 2015). Avec un large spectre de
sélectivité/affinité en ce qui concerne les molécules
reconnues et expulsées et une expression qui peut étre
beaucoup augmentée a cause de mutations, ’activation
de la cascade de régulation chez les isolats cliniques
intervient de maniére importante dans le phénotype de
multi-résistance aux antibiotiques (Davin-Regli et al.,
2008; Li et al., 2015). La pompe AcrAB-TolC, un
archétype des pompes RND, a été bien caractérisée pour
la structure de ses composants (Pos, 2009; Du et al.,
2014, 2015). Des modéles d’organisation structurale et de
simulation dynamique ont été réalisés en utilisant les
données cristallographiques (Murakami et al., 2006 ;
Collu et al., 2012; Eicher et al., 2012, 2014 ; Vargiu &
Nikaido, 2012; Sjuts et al., 2016; Ramaswamy et al.,
2017; Wang et al., 2017), toutefois les aspects méca-
nistiques et cinétiques restent assez peu connus malgré
de récentes études en reconstitution (Verchére et al.,
2015 ; Daury et al., 2016). De maniére assez paralléle, la
relation entre 'activité de la pompe in vivo et le niveau
de sensibilité bactérien reste relativement peu étudiée,
surtout a cause d’'un manque de méthode fiable et précise
permettant la détermination in situ de la concentration
en antibiotique.

On peut définir activité de la pompe AcrAB-TolC
en utilisant des fluoroquinolones radio-actives, ce qui
permet de déterminer qu’environ 90% des molécules
ayant pénétré sont expulsées par cette pompe dans les 5
a4 10 premiéres minutes d’incubation. Par ailleurs, ce
transport étant énergie-dépendant, il fonctionne grace a
Pénergie proton-motrice de la membrane interne (ou
cytoplasmique) et peut étre inhibé en utilisant un
poison qui collapse cette source d’énergie, tel que le
CCCP (Nikaido & Pages, 2012). Toutefois cette
approche demande la disponibilité de molécules radio-
marquées et des techniques lourdes (mesure, élimina-
tion des déchets) afin d’étre réalisées; par ailleurs, il
faut disposer d’un contréle interne permettant d’assurer
une étude comparative des différentes souches et
conditions réalisées.

Récemment, des approches basées sur la fluorimétrie et
la microfluorimétrie sur population bactérienne et sur
cellules individuelles ont été développées afin de quantifier
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Paccumulation des fluoroquinolones (Kascéakova et al.,
2012; Cinquin et al., 2015). Cette approche qui fait appel &
un standard interne, la fluorescence des éléments bacté-
riens (tryptophane par exemple), permet de disposer d’un
moyen de correction spécifique qui assure une comparai-
son fiable entre souches différentes, expériences reprodui-
tes, conditions diverses, etc. (Masi et al., 2017). Ces
travaux ont ainsi permis de quantifier la concentration en
antibiotiques dans des souches exprimant ou non (muta-
tion dans acrAB) la pompe majeure AcrAB-TolC et en
présence d’inhibiteur du mécanisme d’efflux comme le
CCCP (Bolla et al., 2011). Pour la premiére fois, la
pénétration (vitesse de D'Influx) et la concentration
d’antibiotique dépendante de U'Efflux (rapport obtenu
au plateau d’accumulation entre souche —/+ efflux) ont
pu étre déterminées de maniére reproductible et signifi-
cative (Cinquin et al., 2015). Par ailleurs, ’approche en
imagerie UV a montré I’hétérogénéité existant dans la
population et I'importance de l'analyse statistique des
résultats obtenus sur cellule isolée (Kascdkova et al.,
2012).

La méthode de microfluorimétrie réalisée en « temps
réel » sur cellule individuelle permet de déterminer deux
groupes de «descripteurs»: les éléments bactériologi-
ques comme la porine ou la pompe d’efflux qui régissent
la concentration intra-bactérienne, et les éléments
moléculaires, groupes pharmacophoriques de ’antibio-
tique qui augmentent ou ralentissent l’entrée ou
lexpulsion (Masi et al., 2017).

Conclusion

Les travaux publiés ces derniéres années ont claire-
ment montré 'importance de quantifier précisément, et de
maniére standardisée, la concentration en antibiotique
dans la bactérie d’intérét (Masi et al., 2017). Cette donnée
est fonction de la conjonction entre deux mécanismes
antagonistes, I'entrée ou Influx et I'expulsion ou Efflux
(Figure 2). En effet, les données basées sur la détermina-
tion de la concentration minimale inhibitrice (CMI-MIC)
en milieu gélosé ou en liquide, méme si elles représentent
une donnée importante pour le clinicien, ne sont pas
capables de soutenir une étude de corrélation solide entre
la dose d’antibiotique et son effet antibactérien. En effet,
c’est ’antibiotique ayant pénétré qui va amener la mort de
la bactérie et il est indispensable de mesurer cette
concentration interne et de caractériser les paramétres
qui vont la modifier, comme la perméabilité membranaire
et/ou 'expression de systémes d’efflux actifs. Par ailleurs,
la mesure de la susceptibilité bactérienne est obtenue aprés
plusieurs heures d’incubation.

Les nouveaux outils de quantification comme la
microfluorimétrie, qui sont performants dans le cas des
molécules fluorescentes, devront étre associés a de
nouvelles méthodes afin de mesurer I'impact immédiat
de ces molécules sur le métabolisme bactérien (si possible
en temps réel). La combinaison de ces approches donnera
une mesure des étapes précoces de I'action antibiotique et

Efflux
Influx

Figure 2. Concentration intracellulaire et transport. La con-
centration intra-bactérienne en antibiotique dépend de plusieurs
paramétres associés 4 I'Influx et a VEfflux: la structure de la
molécule d’antibiotique; la perméabilité de la membrane
externe, porines, LPS, etc.; les transporteurs présents et leur
expression ; le mécanisme de diffusion membranaire ; la coopéra-
tivité entre transporteurs; les conditions environnementales qui
peuvent modifier ’expression ou la fonction des partenaires
(porines, pompes, etc.).

permettra de préciser les concepts SICAR et RTC2T
associés & la bactérie ciblée et & la molécule sélectionnée
(Masi et al., 2017).

A coté de ces méthodes basées sur la spectrofluorimé-
trie, des études récentes utilisant la spectrométrie de
masse (Cai et al., 2009 ; Bhat et al., 2013; Davis et al.,
2014 ; Brown et al., 2015 ; Zhou et al., 2015) ont permis de
suivre la concentration en antibiotique dans la bactérie,
toutefois, pour valider ces approches, il reste & définir un
standard interne permettant la comparaison entre essais
(Kascakova et al., 2012 ; Cinquin et al., 2015 ; Allam et al.,
2017). Cette approche de quantification par spectrométrie
de masse permet de s’affranchir de la fluorescence associée
a la molécule d’intérét nécessaire en microspectrofluori-
métrie. D’autres moyens peuvent étre développés par des
approches de compétition en utilisant un antibiotique
fluorescent en présence de gradient de concentration de la
molécule & étudier.

En ce qui concerne la localisation, on peut mentionner le
fractionnement cellulaire qui permet 1’isolement des
compartiments correspondant au périplasme, au cyto-
plasme et aux membranes. En paralléle, I'imagerie réalisée
en fluorescence permet de s’affranchir de possibles artéfacts
de localisation causés par le fractionnement entrepris sur
des bactéries fragilisées par l’antibiotique ou par les
mutations présentes dans les souches isogéniques utilisées.

La prochaine étape sera le développement de la
microfluidique afin de suivre en temps réel les étapes de
diffusion & travers les membranes, Influx et Efflux, dans la
méme cellule bactérienne, en utilisant diverses conditions,
concentration d’antibiotiques, absence ou présence d’ad-
juvants, etc. Ces diverses approches technologiques et
méthodologiques seront un outil performant afin de guider
le chimiste dans la pharmaco-modulation des divers
groupes pharmacophoriques impliqués dans les concepts
RTC2T et SICAR. Par ailleurs, 'isolement des «per-
sistants-tolérants » (Dorr et al., 2010; Maisonneuve &
Gerdes, 2014 ; Sanchez-Romero & Casadesis, 2014 ; Pu
et al., 2016) et leur étude avec ces méthodes devraient a
terme permettre d’élucider les étapes précoces amenant
I’émergence de la résistance dans les populations d’isolats
cliniques.
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