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these aspects play a key role in both membrane permeability and efficiency of
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> Dans les bactéries a Gram négatif, les porines
bactériennes sont une des voies principales
d’entrée pour les antibiotiques usuels comme
les P-lactamines et les fluoroquinolones.
U'expression de ces protéines, ainsi que les inter-
actions et les acides aminés qui organisent la
diffusion dans le pore sont des éléments majeurs
de la perméabilité membranaire. Ainsi, plusieurs
isolats cliniques de bactéries résistantes présen-
tant des défauts de porines ou exprimant des
porines modifiées ont été décrits. Les caractéri-
sations de divers répresseurs ou activateurs de la
synthése des porines, mais aussi de molécules
pouvant moduler leur activité «canal», ont
montré la complexité et la flexibilité des facteurs
controlant "expression fonctionnelle de ces pro-
téines. Cet article illustre notamment comment
la régulation de I'expression des porines et les
mécanismes qui organisent la diffusion des solu-
tés peuvent étre des parametres-clés de la résis-
tance bactérienne aux antibiotiques. <
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dans cet article, per-
mettent de mieux

appréhender la relation entre les porines, la perméabi-
lité membranaire et la résistance aux antibiotiques.

Membrane externe et porine

Membrane externe
La membrane externe des bactéries a Gram négatif

L’enveloppe des bactéries a Gram négatif comprend
deux membranes: la membrane interne et la membrane
externe séparées par le périplasme (Figure 1). La mem-
brane externe est une bicouche asymétrique constituée
du lipopolysaccharide (LPS) et de phospholipides, ol
s’inserent de nombreuses protéines. Parmi elles, les
porines sont des protéines transmembranaires formant
des pores ou canaux protéiques permettant I’entrée de
petits solutés hydrophiles (Figure 2).

Les porines des bactéries a Gram négatif ont été décrites
pour la premiére fois au début des années 1970. Malgré
I’ensemble des connaissances collectées sur ces pro-
téines membranaires, plusieurs questions demeurent
posées concernant le fonctionnement de ces canaux
(ouverture et fermeture, orientation des solutés) et leur
rdle dans la perméabilité membranaire (régulation,
diversité structurale du canal). Les éléments de réponse
a ces questions, apportés par les études présentées
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forme une barriere efficace qui protége la machinerie
cellulaire contre les agents toxiques externes: agres-
sions physiques (choc osmotique, température), chi-
miques (détergents, acides), biologiques (défensines,
bactériocines) ou autres (antibiotiques, anticorps)
(Figure 1). Le contrdle de la perméabilité et de Iinté-
grité membranaires joue un role primordial dans cette
défense naturelle de la bactérie. La pénétration des
molécules chargées est affectée par la couche de LPS
(et de phospholipides). La densité des sucres et des
chafnes latérales du LPS organise un filtre efficace pour
les autres molécules [1-3].

Dans les bactéries a Gram négatif, il existe des canaux
membranaires qui assurent la diffusion de diverses
classes de molécules a travers la membrane externe.
Ces systemes de transport passif assurent la pénétra-
tion des constituants indispensables & la vie bacté-
rienne tels que les sucres, les acides aminés ou les sels.



Perméabilité membranaire et porines

Trois classes principales de protéines intervenant dans
la perméabilité de la membrane externe ont été identi-
fiées [4]: les porines non spécifiques, telles que OmpF,
OmpC, Pho€E, OmpD et Omp36; les porines sélectives
impliquées dans la diffusion de sucres ou de métaux,
comme LamB ou FhuA; les protéines, telles que OmpA et
TolC, formant des canaux pour diverses molécules.

Les activités de canal membranaire associées a ces pro-
téines ont été caractérisées par différentes méthodes
[11-24]: cinétiques d’accumulation de composés radio-
marqués ou fluorescents, mesures de diffusion dans des
liposomes contenant la porine purifiée, mesures de physi-
cochimie déterminant la conductance, la sélectivité, et la
sensibilité au potentiel des canaux aprés reconstitution
de la protéine dans des bicouches lipidiques ou dans des
systemes de patch clamp, et expériences de compétition
utilisant des produits bloquant le canal.
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Fluoroquinolone
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Figure 1. Enveloppe d’Escherichia coli. 'enveloppe des bactéries
a Gram négatif comprend deux membranes: la membrane interne
(MI) et la membrane externe (ME) séparées par le périplasme
(PE). La membrane interne est un double feuillet phospholipi-
dique contenant diverses protéines (transporteurs, enzymes...).
La membrane externe est une bicouche asymétrique constituée
du lipopolysaccharide (LPS) et de phospholipides (PL) ol s’insé-
rent de nombreuses protéines. Cette représentation simplifie la
barriere que constitue la membrane externe pour les molécules
hydrophiles (ici, p-lactamine ou fluoroquinolone) qui utilisent
la porine OmpF (OmpF). P: protéines; PG: peptidoglycane; PLP:

protéine de liaison aux pénicillines.
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La fonction canal a été ainsi rapportée pour plusieurs
protéines majeures de la membrane externe: OmpF,
OmpC, OmpD, Pho€, LamB, OmpA, OmpK36 et Omp3é. Le
terme générique de porine, attribué historiquement a
OmpF et OmpC d’€. coli, a été étendu aux protéines
homologues en séquence et en activité, comme
OmpK36, OmpD, Omp36é de Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium. Par
ailleurs, la structure tridimensionelle a été résolue pour
certaines de ces porines (Tableau |, Figure 2) [4-10], et
des analyses structure-fonction ont été réalisées.

Boucle L3 et diffusion

Le pore OmpF, comme ceux formés par OmpC, OmpK36 et
Pho€, montre une distribution particuliere des charges,
due aux acides aminés dans la région de constriction
interne du canal formée par le repliement de la boucle
L3 (Figures 2 et 3). Un croissant de charges négatives
(Asp et Glu) opposé a une face de charges positives
(Arg et Lys) induit un champ électrostatique [26].
Cette région est fortement conservée dans les porines
des entérobactéries [27]. Outre des contraintes sté-
riques induites par la région de constriction, le champ
électrostatique impose des contraintes d’orientation
aux solutés chargés qui empruntent le canal. La
conservation de cette organisation dans la région de
constriction du canal (Figures 2 et 3) est un élément clé
dans la fonction du pore, comme I'ont rapporté diffé-
rents travaux sur le résidu Glyl19. La substitution par
un résidu Asp ou Glu se traduit par un encombrement
croissant de la lumiére de la porine qui perturbe la dif-
fusion des antibiotiques et altére les propriétés du
canal [22, 23]. De maniére similaire, la substitution de
résidus chargés, Aspll3 ou Aspl2l par Ala, entraine
une modification drastique des propriétés du pore et
perturbe I’action de certaines molécules utilisant le
canal [28]. Cette portion du canal joue ainsi un rdle
essentiel dans la structure fonctionnelle, la disposition
des charges, et le champ électrostatique localisé dans
la constriction, et donc dans les interactions électro-
statiques entre le soluté et la porine.

Porines et résistance aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques est un pro-
bleme majeur de santé publique. Les différents proces-
sus de résistance peuvent étre regroupés en trois
grands mécanismes qui concernent la modification: (1)
de la cible (mutation, variabilité) ; (2) de "antibiotique
(dégradation, altération); et (3) de la concentration
intracellulaire de la molécule (pénétration, systéemes
d’efflux). La perméabilité membranaire intervient dans
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le controle de la concentration de différentes classes
d’antibiotiques comme les B-lactamines! ou les quino-
lones? via Iexpression des porines ou des transpor-
teurs-pompes [1-3].

Plusieurs résultats ont montré la relation existant entre
la porine et la sensibilité aux B-lactamines et aux fluo-
roquinolones. Les analyses d’isolats résistants aux
antibiotiques (Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Pseu-
domonas ou Serratia) ont établi que la disparition des
porines, associée a la production d’enzymes bacté-
riennes détruisant le cycle B-lactame (B-lactamases,
céphalosporinases), est un élément clé dans la résis-
tance aux P-lactamines. Chez Pseudomonas aerugi-
nosa, la disparition d’une porine a été rapportée dans
le cas de résistance a I'imipénéme’ [25].

Mutations, activité porine et résistance

Des isolats d’entérobactéries synthétisant des quanti-

tés normales de porines mais montrant un profil de

résistance similaire a un phénotype d’imperméabilité

ont été décrits. La premiere identification d’un isolat

d’€. aerogenes de ce type, en 1998, a permis d’établir
les bases moléculaires de ce mécanisme de résistance original: le
remplacement d’un résidu Gly par un résidu Asp dans la boucle L3
(Figures 2 et 3), induisant le rétrécissement du canal et "altération du
champ électrostatique [29]. Des observations similaires ont été faites
chez Neisseria gonorrhoeae [30] avec des mutations localisées dans
I’équivalent de la boucle 3 des porines d’€. coli. Dans ce cas, "expres-
sion de pompes d’efflux* augmente encore le niveau de résistance en
assurant le transport et la libération des antibiotiques vers le milieu
externe. Par ailleurs, il est important de mentionner I"existence d’un
résidu Tyr supplémentaire dans la boucle L3 de OmpK37 de K. pneumo-
niae: la chaine latérale diminue la taille

Expression des porines et résistance

Une des principales questions concerne le mécanisme
impliqué dans la disparition des porines dans les
souches résistantes. Récemment, la régulation rapide de
expression de la porine d’€. aerogenes a été montrée
chez un patient traité par I'imipénéme. La prise de cet
antibiotique s’accompagne de la disparition de la porine
associée a la résistance de la souche aux B-lactamines,
alors que I'arrét du traitement entraine sa réapparition
chez la bactérie, redevenue sensible [37]. Dans plu-
sieurs bactéries, la disparition des porines fait intervenir
I’opéron mar, qui, via le petit ARN antisens micF, désta-
bilise PARNm de la porine et ce, conjointement a I’ex-
pression des pompes d’efflux [38-39]. Le systéme d’os-
morégulation a deux composants ompR-envZ, qui régle
I’expression de OmpC-OmpF chez €. coli [40], pourrait
également jouer un réle dans des isolats résistants. Par

Bactérie Protéine Résolution Référence

(Angstriim)
Comamonas acidovorans ~ 0mp32 2,1 [6]
Escherichia coli OmpF 2,4 [7]
Escherichia coli Pho€ 3 [7]
Klebsiella pneumoniae OmpK36 3,2 [8]
Rhodobacter capsulatus  porine 1,8 [9]
Rhodopseudomonas porine 2 [10]
blastica

Tableau I. Porines non spécifiques dont la structure tridimen-

sionnelle est disponible.

du canal et bloquerait I'entrée des -
lactamines [31]. Ainsi, la bactérie A Milieu extracellulaire
exprimerait une porine naturellement
inefficace pour la diffusion de certains
antibiotiques. Ces observations posent le
probléme de la sélection possible
de souches produisant des porines
mutées ou adaptées sous une pression
antibiotique.

! Les B-lactamines représentent une grande famille d’anti-
biotiques qui ont en commun une méme structure chimique,
le cycle B-lactame. Cette famille se partage en plusieurs
groupes: les pénames (pénicillines), les céphemes (céphalo-
sporines), les carbapénémes, les monobactames.

Périplasme

B Boucle L3

¢ Les quinolones sont des antibiotiques dérivant de la quino-  Figure 2. Structure de la porine OmpF et de la région de constriction du canal. A. La porine OmpF

léine. Les fluoroquinolones sont des quinolones comportant
un atome de fluor.

est une protéine dont la partie transmembranaire est constituée par des feuillets . Les

3 imipénéme appartient au groupe des carbapénémes, anti- l6feuillets § antiparalléles définissent le tonneau [3 contenant la région de constriction [7]. B.

biotiques trés résistants aux -lactamases.
* Complexes protéiques présents dans I’enveloppe bacté-
rienne impliqués dans "expulsion des antibiotiques. L3 infléchie dans le canal.
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Coupe transversale réalisée au niveau de la région de constriction de OmpF formée par la boucle



ailleurs, I'expression de la protéine OmpX diminue la
synthése des porines chez €. aerogenes, €. cloacae et
K. pneumoniae par un mécanisme inconnu a ce jour.
D’autres processus faisant intervenir des cascades de
régulation génétique (via soxS, ramA, IHF) sont aussi
associés a la diminution des porines. A coté de ces régu-
lations génétiques possibles, I'influence de facteurs
structuraux associés, comme celle du LPS dans 'assem-
blage, le transport et I’insertion dans la membrane
externe, ainsi que celle des protéines chaperons, peu-
vent avoir un effet déterminant sur la quantité de
porines exprimées, comme dans certaines souches leaky.
Des facteurs externes (pH, osmolarité, sources de car-
bone, concentration en 0,) peuvent aussi intervenir en
fonction du site de colonisation ou du traitement, et
induire la disparition de la porine [37-41].

Polyamines et résistance

Les polyamines sont des molécules synthétisées par la
bactérie dans des conditions particuliéres (stress,
phase stationnaire de croissance). Ces petits composés
portent des groupes aminés et peuvent contracter des
interactions avec les acides aminés (Asp, Glu) localisés
dans le canal de la porine. Différents travaux montrent
la capacité de la spermine ou de la spermidine, de blo-
quer la diffusion des solutés et de la céphaloridine
(céphalosporine de premiére génération) dans les
porines d’€. coli [34, 35]. La spermine restreint drasti-
quement la pénétration du céfépime (céphalosporine
de derniére génération) et de la norfloxacine (fluoro-

Extérieur

Boucle L3

_-+Aspl21 Gly120Glyl19

Paroi

Périplasme

Figure 3. Représentation de la porine OmpF et de la région de
constriction. Les dimensions des différentes régions du canal,
embouchure, constriction et delta périplasmique sont indi-
quées. Dans la partie droite, les acides aminés localisés dans
la région de constriction et participant au champ électrosta-
tique sont mentionnés : Aspll3 et Glull7 apportent une
charge négative, alors que Arg42, Argl32, Lys16 apportent une

charge positive.
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quinolone) chez Enterobacter [19]. U'analyse de
mutants de OmpF a permis d’identifier deux positions
au niveau de la constriction du canal, Aspll3 et 121,
qui peuvent jouer le role de points d’ancrage pour la
polyamine. Des mutants Aspl13Ala et Aspl21Ala sont
en effet moins sensibles a I'effet de la spermine [28].
Les travaux de modélisation moléculaire ont par
ailleurs identifié les acides aminés Aspll7 et Glu62
comme sites d’interaction possibles [42]. Ainsi la
polyamine, par un glissement progressif dans le canal,
serait responsable d’un encombrement transitoire du
pore.

Cette hypotheése vient d’étre argumentée par des résul-
tats récents de notre laboratoire rapportant une inhibi-
tion de I’action de la colicine (qui utilise la porine OmpF
pour pénétrer dans la bactérie), lors de I’ajout simul-
tané de spermine ou d’antibiotique (céfépime) [43]. On
peut ainsi évaluer les affinités et les interactions en
mettant en compétition les différents ligands (coli-
cines, polyamines, antibiotiques) utilisant la porine.
Des travaux préliminaires permettent également
d’identifier des résidus impliqués dans le passage des
polyamines, des [-lactamines et des bactériocines
comme la colicine, montrant I’intérét de cette
approche.

Modélisation moléculaire, étude dynamique

et comparative de la diffusion

Les travaux engagés par les équipes de A. Delcour,
T. Schirmer, J. Tommassen, et par notre laboratoire,
montrent que plusieurs résidus interviennent dans
I’orientation et la diffusion des céphalosporines dans la
lumiére de la porine [22-24, 32-35]. A partir des don-
nées structurales disponibles sur les porines, et en
positionnant I"ampicilline dans la constriction du canal
OmpF, I’équipe de €.K. Nestorowich [36] a proposé que
certains acides aminés (groupe «Argd2, 82 et 132,
ainsi que Glull7) jouent un rdle lors de la pénétration
de I'antibiotique dans le canal. Nous avons caractérisé
deux résidus importants pour le passage des céphalo-
sporines dans le pore, Lys16 et Argl32 [22, 24]. La sub-
stitution de ces résidus a un effet remarquable sur la
diffusion des céphalosporines et des solutés. La locali-
sation des charges sur la surface de la molécule d’anti-
biotique est maintenant un parametre du dialogue
électrostatique entre les deux partenaires, antibiotique
et porine. Néanmoins le prépositionnement orienté de
I’antibiotique utilisé par €.K. Nestorowich et al. [36]
peut entrainer un masquage ou une amplification du
role de résidus internes dans I'interaction intervenant
dans la région de constriction de la porine. La descrip-
tion de souches produisant des porines modifiées pose
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clairement le probleme de la réactivité potentielle de la
molécule d’antibiotique et des acides aminés situés
dans la zone de constriction du pore. Ces interactions,
de faible énergie, avec différentes chaines latérales,
doivent étre transitoires au cours de la diffusion afin de
ne pas pérenniser la présence du soluté dans le canal et
de ne pas induire des contraintes stériques altérant le
passage de I’antibiotique.

A Pexception de récents zwitterions (céfépime, cefpi-
rome, imipénéme), la structure des [B-lactamines pre-
nait surtout en compte les notions d’affinité de I’anti-
biotique pour la cible bactérienne et de stabilité
vis-a-vis des enzymes de résistance (B-lactamases,
céphalosporinases). Les travaux récents ouvrent la voie
a une approche intégrant des parameétres importants
dans la diffusion des antibiotiques permettant de faire
progresser encore la conception et I"élaboration de
nouvelles molécules.

Conclusions

Nous avons pu observer successivement I’émergence de
bactéries montrant une expression réduite de porine,
une absence de porine et, récemment, une porine
mutée. Il a été conjointement montré que la synthese
des porines dans des souches colonisant un patient
était en rapport avec "antibiothérapie utilisée. Ainsi, le
contrdle de la perméabilité fait intervenir diverses
régulations qui dépendent du site de colonisation, du
traitement et de la bactérie elle-méme. Le probleme clé
est la rapidité d’adaptation de la bactérie en présence
de P'antibiotique. La mise au point de sondes géné-
tiques et de systémes de quantification permettront de
rechercher I’existence d’un contrdle pré- ou post-
transcriptionnel dans ces souches et de suivre ainsi leur
évolution et la cascade de régulation impliguée.

Les composants membranaires, comme le LPS et les sys-
témes d’adressage, participent également a I'intégrité
et a 'assemblage fonctionnel des porines. La structure
de la membrane peut étre modifiée par des molécules
ayant une activité membranotrope (peptides antimi-
crobiens, détergents ou antiseptiques). Il faut men-
tionner la synergie possible avec d’autres systémes de
régulation induits par des facteurs de I’environnement
(salicylate, flavonoides) et avec certains composés
(bactériocines) produits par la flore voisine. Des molé-
cules peuvent étre responsables d’un encombrement
des porines et créer une imperméabilité par compéti-
tion. La synthése de ces molécules peut intervenir dans
un site de colonisation et entrafner une résistance effi-
cace. €nfin, les systemes d’efflux participent également
a I"adaptation de la perméabilité membranaire aux

M/Sn® 3, vol. 20, mars 2004

conditions de I’environnement et a la réponse bacté-
rienne a I"antibiothérapie. Ces divers éléments sont
particulierement importants car, méme dans un cadre
d’utilisation raisonnée des antibiotiques, on ne peut
pas écarter une évolution de la résistance induite par
d’autres facteurs ou d’autres molécules présentes dans
le milieu. ¢
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SUMMARY

Bacterial porin and antibiotic susceptibility

In Gram negative bacteria, hydrophilic antibiotics such
as P-lactams and fluoroquinolons used the bacterial
porin channel during their entry. The balance of the porin
expression level and the molecular parameters which
govern the molecule diffusion through the pore are
important physiological points. Acquired in vivo B-lac-
tam resistance is often associated with porin loss, and
recently clinical resistant strains synthetizing mutated
porin have been described. These data highlight both the
importance of the channel characteristics and the ami-
noacid residues involved in the drug diffusion process. In
addition, several mechanisms, including various repres-
sors or activators as well as molecules inhibiting the pore
synthesis or activity, argue for the complexity and plas-
ticity of the bacterial control of porin function. All these
aspects play a key role in both membrane permeability
and efficiency of the antibiotic resistance process. ¢
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