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Introduction générale

De par leur efficacité, les antibiotiques ont été largement administrés durant les 80 dernieres années.
Cette utilisation massive a, a terme, favorisé la sélection de souches bactériennes résistantes aux
antibiotiques connus. Ce phénomeéne est tres inquiétant puisqu’il a été associé a 4.9 millions de morts
dans le monde en 2019. C'est pourquoi j'ai décidé de consacrer ce manuscrit a la description des

nouveaux outils pharmacologiques pour lutter contre I'antibiorésistance.

Afin de comprendre au mieux le processus d’antibiorésistance et les solutions envisagées, ce manuscrit
abordera premiérement le fonctionnement des bactéries et les constituants essentiels de celles-ci. Par
la suite, les antibiotiques autorisés actuellement en France seront détaillés selon leur cible. Le
phénoméne d’antibiorésistance résultant de |'utilisation de ces principes actifs et ses enjeux seront
ensuite expliqués. Enfin, des solutions pour lutter contre I'apparition de souches bactériennes
multirésistantes seront abordées, par le biais de nouvelles molécules antibiotiques en développement
clinique ou récemment autorisées, ainsi que l'utilisation d’adjuvants pour potentialiser I'activité

d’antibiotiques déja connus.
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1) Les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires de la classe des procaryotes. Elles sont
présentes partout dans notre environnement : sol, eau, air. Certaines vivent également en symbiose
avec 'Homme, sur notre peau ou dans notre tube digestif : ce sont des bactéries commensales. Mais
si I’équilibre entre la bactérie et I’'hote est rompu, la bactérie peut surpasser le systéme immunitaire
et provoquer une infection. D’autres germes sont quant a eux directement pathogénes. Dans les deux

cas, I'infection bactérienne non traitée peut se révéler mortelle.

Comme les cellules eucaryotes, les bactéries sont constituées de plusieurs composants essentiels : une
enveloppe, de I’ADN, support de l'information génétique, et différentes protéines permettant le
fonctionnement et la survie de la bactérie. Tous ces éléments pourront ainsi étre ciblés par des

molécules limitant la croissance ou tuant la bactérie, aussi appelées antibiotiques.

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action de ces antibiotiques, le fonctionnement général
d’une bactérie sera explicité dans ce premier chapitre. Dans un premier temps, la constitution de
I’enveloppe et la synthése de la paroi seront détaillées. Dans un deuxieme temps, les mécanismes de
réplication de I’ADN seront abordés. Enfin, les processus de transcription et de traduction menant a la

synthése de protéines seront expliqués.

1. Ll’enveloppe

L’enveloppe des bactéries joue le role de barriere en empéchant les composés toxiques de rentrer et
aux composants essentiels au fonctionnement de la bactérie de sortir. Mais c’est avant tout une

structure dynamique qui permet a la bactérie de survivre et de réagir face a son environnement.

Selon la structure générale de leur enveloppe, il est possible de distinguer trois grands types de
bactéries : les bactéries a Gram positif, les bactéries a Gram négatif et les bactéries a enveloppe
atypique, comme les mycobactéries. Dans la suite de ce manuscrit ne seront abordées que les

bactéries a Gram positif ou négatif.

1.1. Coloration de Gram

L’enveloppe des bactéries a Gram positif est constituée d’une unique membrane plasmique, composée
d’une bicouche de lipides, ainsi que d’une épaisse couche de peptidoglycane. L'enveloppe des

bactéries a Gram négatif possede quant a elle deux membranes lipidiques : une membrane interne et
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une membrane externe qui délimitent un espace périplasmique. Ce périplasme est occupé par une

fine couche de peptidoglycane (Figure 1).

Acide
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téichoique
Porine LPS
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Figure 1 : a) Représentation schématique de I’enveloppe des bactéries a Gram positif, b) Représentation schématique de
I’enveloppe des bactéries a Gram négatif (LPS : lipopolysaccharide) ; réalisé avec Biorender.

Cette différence dans la constitution de I'enveloppe peut s’observer lors de la coloration de Gram.
Cette technique de coloration d’un échantillon bactériologique se divise en plusieurs étapes :

- Coloration de la lame au cristal violet

- Ringage a I'eau et fixation de la coloration sur le peptidoglycane a I'iode

- Nouveau ringage a I'eau et décoloration rapide a I’éthanol

- Dernier ringage a ’eau suivie d’une recoloration a la safranine.*

La différence de coloration entre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif s’explique par la
différence d’épaisseur de la couche de peptidoglycane. En effet, lors de la premiere étape, toutes les
bactéries sont colorées en violet. En revanche, seules les bactéries possédant une fine couche de
peptidoglycane seront décolorées lors de l'utilisation de I'éthanol, et ressortiront roses suite a la

coloration a la safranine ou a la fuchsine (Figure 2).
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Figure 2 : Exemples de colorations de Gram, a) Bacillus subtilis, Gram positif, b) Escherichia coli, Gram négatif.2
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1.2. Structure générale des membranes plasmigues

Membrane interne ou cytoplasmique

La membrane cytoplasmique (ou interne chez les bactéries a Gram négatif) est constituée d’une double
couche de phospholipides, d’'une épaisseur de 7.5 nm environ. La majorité des phospholipides sont
des acides gras liés au glycérol-3-phosphate, le reste est associé a différents produits comme des

dérivés de I’hopane, servant a rigidifier la membrane.

Mais la membrane cytoplasmique n’est pas qu’une simple barriére. C'est une structure dynamique
constituée de protéines qui permettent a la bactérie d’interagir avec le milieu extérieur : des systemes
senseurs sont activés en réponse a différents stimuli, le message est transmis a l'intérieur du

cytoplasme et la cellule peut activer I'expression spécifique de génes en réponse au stimulus de départ.

Enfin, la membrane cytoplasmique posséde un réle important dans le fonctionnement général de la
bactérie, notamment via la production d’énergie (réactions d’oxydation de la chaine respiratoire pour
les bactéries aérobies, oxydation fermentaire avec ATPases pour les bactéries anaérobies). C'est aussi
le lieu de la biosynthése de lipides, de sécrétion de protéines et de la formation des précurseurs de la

paroi, confirmant ainsi le réle essentiel de la membrane cytoplasmique.

Membrane externe

La membrane externe n’est présente que chez les germes a Gram négatif. C'est également une
bicouche lipidique, constituée majoritairement de lipopolysaccharides (LPS), de phospholipides et de
lipoprotéines de Braun, liées de maniére covalente au peptidoglycane. Enfin, cette membrane possede
plusieurs protéines de transport (porines), qui permettent la diffusion de petites molécules

hydrophiles.

Le lipopolysaccharide (LPS, Figure 3) se compose d’une partie lipidique ancrée dans la membrane
plasmique (lipide A), d’'un domaine oligosaccharidique (core) et de chaines polysaccharidiques
(antigéne O, spécifique de chaque espéce). Le LPS est un constituant chargé négativement, ce qui lui
permet de stabiliser la membrane externe et empéche la diffusion passive de molécules hydrophobes

comme des détergents ou des antibiotiques.
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Antigéne O Lipide A

Figure 3 : Structure schématique du lipopolysaccharide (réalisée avec Biorender).

Le lipopolysaccharide est aussi appelé endotoxine, de par la toxicité du lipide A. En effet, apres la lyse
de la bactérie par le systeme immunitaire, le lipide A est libéré et provoque une réaction inflammatoire

importante chez I’héte.
Le LPS étant essentiel pour la plupart des bactéries a Gram négatif, les enzymes responsables de sa
synthése et de son transport vers la membrane externe sont devenues des cibles privilégiées pour le

développement de nouveaux antibiotiques.

1.3. Structure générale et synthése du peptidoglycane

Un des constituants spécifiques de I'enveloppe bactérienne est le peptidoglycane. C'est un
hétéropolymere composé de chaines glucidiques reliées les unes aux autres via des chafnons
pentapeptidiques qui permet a la bactérie de résister a la pression osmotique, et ainsi d’avoir une

forme propre.

La syntheése du peptidoglycane peut étre divisée en trois étapes : la synthése des précurseurs dans le
cytoplasme, le transfert de I'unité de base a travers la membrane plasmique suivi de I'élongation de la

chaine glucidique, et la formation du polymere réticulé final.

Seule la biosynthése du peptidoglycane des bactéries a Gram négatif sera détaillée ici (Figure 4). A
partir du glucose, la bactérie est capable de synthétiser la N-acétylglucosamine (NAG) en plusieurs
étapes. Une molécule d’"UDP est ensuite greffée sur la N-acétylglucosamine. Cette unité UDP-NAG peut
étre substrat de I’énol pyruvate transférase MurA pour former l'unité UDP-NAM (acide N-
acétylmuramique). Un tripeptide (L-Ala ; D-Glu ; L-Lys) puis un dipeptide (D-Ala ; D-Ala) sont ensuite

transférés pour former le nucléotide de Park (UDP-NAM-pentapeptide).

L'unité UDP-NAM-pentapeptide est ensuite fixée sur un transporteur lipidique membranaire dans la
face interne de la membrane cytoplasmique. L'unité UDP-NAG est ensuite accrochée sur I'unité NAM-

pentapeptide pour former I'unité de base NAG-NAM-pentapeptide. Le tout est ensuite exporté de
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I"autre coté de la membrane plasmique et est rattaché a la chaine glucidique de la paroi préexistante

via une réaction de transglycosylation.

Enfin, différentes transpeptidases comme les protéines liant la pénicilline (Penicillin Binding Proteins,
PBPs) vont pouvoir catalyser la formation de liaisons peptidiques entre une L-lysine et I'avant-derniéere

D-alanine d’une chaine peptidique opposée, donnant I'aspect réticulé du peptidoglycane.
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Figure 4 : Biosynthese du peptidoglycane et cibles de différents antibiotiques en rouge (schéma réalisé avec Biorender).

Aprés avoir détaillé la constitution de I'enveloppe bactérienne, ’ADN, autre constituant essentiel des

bactéries, sera abordé.

2. ADN et réplication

De maniere générale, les bactéries se multiplient par le biais d’'une division binaire symétrique : une
cellule mere se divise en deux cellules filles. Ce processus est possible grace a un ensemble de protéines
du cytosquelette et de la membrane interne appelé divisome, et intervient apres la réplication de

I’ADN bactérien (grace au réplisome).
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L'’ADN des bactéries est composé d’'un chromosome unique circulaire aussi appelé nucléoide, et de
différents plasmides. Le nucléoide doit étre constamment surenroulé afin de rentrer dans la cellule.
Pour que la structure reste sous tension, un apport d’énergie par les ADN topoisomérases est
nécessaire. Chez les bactéries, il en existe 4 types :

- Les gyrases qui induisent un surenroulement négatif

- Les topoisomérases | qui relachent ’ADN

- Les topoisomérases IV qui permettent de résoudre les intermédiaires de la réplication et

de la recombinaison

- Les gyrases inverses qui introduisent un surenroulement positif.

Ces topoisomérases ont également un role dés qu’une séparation localisée de deux brins apparait
(réplication, transcription, recombinaison ou réparation), induisant des surenroulements positifs en

amont qui doivent étre compensés par des surenroulements négatifs en aval.

Le génome de la bactérie est constitué d’ADN essentiel et d’ADN accessoire. Cet ADN accessoire peut
représenter jusqu’a 20% du génome d’un procaryote, et est présent dans le chromosome, dans un
plasmide ou dans différents éléments génétiques mobiles (EGM : transposons, intégrons, génes
cassettes). Cet ADN accessoire peut conférer a la bactérie des avantages réplicatifs comme une

résistance a un ou plusieurs antibiotiques ou antiseptiques.

Dans un troisieme temps, nous verrons comment I’ADN, support de I'information génétique, permet

ainsi a la bactérie de synthétiser les protéines nécessaires a sa survie.

3. Syntheése des protéines

3.1. Transcription

La transcription permet le passage d’un double brin d’ADN a un simple brin d’ARN messager (ARNm),
produit de départ nécessaire pour la synthese des protéines par les ribosomes. Les deux brins d’ADN
peuvent étre décrits comme le brin transcrit (non codant), complémentaire du brin codant. En effet,
I’ARNm ainsi formé sera complémentaire du brin transcrit, et sera donc porteur de la méme
information que le brin codant, avec substitution des thymines en uraciles et des désoxyriboses en

riboses.
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L’'enzyme impliquée dans la synthése des ARNm est I’ARN polymérase-ADN dépendante. Inhiber cette

enzyme est donc une stratégie possible pour empécher la synthése des protéines bactériennes.

3.2. Traduction
La traduction est le processus qui permet de former une protéine a partir du code génétique contenu

dans ’ARNm correspondant.

Il existe deux sous-unités ribosomales nécessaires pour la traduction chez les bactéries : la sous-unité
30S et la sous-unité 50S, formant ensemble le complexe ribosomal 70S. Le processus de traduction

peut étre décomposé en trois étapes : I'initiation, I’élongation et la terminaison.

L'étape d’initiation consiste a assembler les deux sous-unités ribosomales 30S et 50S autour de
I’ARNm, ainsi qu’a la liaison du premier ARN de transfert (ARNt 1), toujours chargé d’'une N-formyl-
méthionine, dans la poche P du ribosome (Figure 5). Cet assemblage est possible grace a I'implication
de différents facteurs d’initiation. L’ARN ribosomal 16S de la sous-unité 30S permet au complexe de
se placer correctement en amont du premier codon, grace a sa complémentarité avec une région

particuliére de I’ARNm, la séquence Shine-Dalgarno.

GE[C!ACA.AG

SU 30S SU 308

ARNm 5

Figure 5 : Initiation de la traduction bactérienne (réalisé avec Biorender).

Une fois le complexe d’initiation formé, I’élongation a lieu (Figure 6). Le second ARNt chargé (ARNt 2)
arrive dans la poche A du ribosome. Une liaison peptidique se forme entre les deux acides aminés et
décroche I'acide aminé de la poche P de I’ARNt 1 : c’est la translocation. Le ribosome se déplace ensuite
sur le prochain codon, permettant la libération de ’ARNt 1 non chargé et le déplacement de I’ARNt 2

vers la poche P. Ce processus continue jusqu’a la lecture d’un codon stop.
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Figure 6 : Etape d’élongation de la traduction bactérienne (réalisé avec Biorender).

Aucun ARNt n’est complémentaire des trois codons stop possibles. C'est un facteur de terminaison qui

va occuper la poche A du ribosome et ainsi provoquer la libération du polypeptide et la dissociation du

Facteur de
terminaison E
[ clulclclajc]alaju GA!U!C!AU(;, ; ‘alcl 3

Codon stop

complexe ribosomal (Figure 7).

Dissociation du complexe de traduction

Figure 7 : Terminaison de la traduction bactérienne (réalisé avec Biorender).

Les bactéries n"ayant pas de noyau délimité, il est important de noter que la traduction de 'ARNm peut

se faire en parallele de la synthése de celui-ci par '’ARN polymérase-ADN dépendante.

Tous ces éléments (enveloppe, ADN, protéines) sont essentiels a la survie de la bactérie et sont donc
des cibles privilégiées pour des composés antibiotiques. Aprés un rapide historique sur la découverte

des premiers antibiotiques, ceux dont les soignants disposent aujourd’hui en France seront décrits.
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)] L’arsenal thérapeutique disponible

1. Historique

Depuis le début de I'humanité, 'Homme souffre de diverses infections bactériennes, sans qu’il ne
comprenne la source du mal qui I'affecte. Ce n’est qu’aprés la découverte des bactéries présentes dans
I’environnement, et l'identification de leur réle pathogéene que 'Homme a pu entreprendre la
recherche de composés dits antibiotiques. Ainsi, entre 1893 et 1896, Bartolomeo Gosio décrit le
premier antibiotique naturel, issu de Penicillium brevi-compactum. Ce composé possédant une activité
sur Bacillus anthracis sera resynthétisé en 1912 par Carl Alsberg et Otis Fisher Black qui le nomment
acide mycophénolique. Parallelement aux travaux de Gosio, Ernest Duchesne démontre en 1897 I'effet
antibactérien de certaines moisissures en infectant des cochons d’Inde avec Escherichia coli et
Salmonella typhi. Cette observation sera confirmée et étayée par Alexander Fleming en 1929, qui
arrive a isoler en petite quantité la substance antibiotique produite par les souches de Penicillium : la
pénicilline. Sa structure sera élucidée 10 ans plus tard par Howard Walter Florey et Ernst Boris Chain.
La découverte de la pénicilline et de ses effets thérapeutiques permit a Fleming, Chain et Florey

d’obtenir le prix Nobel de médecine en 1945.

En paralléle de ces travaux sur les moisissures, Paul Ehrlich concoit en 1910 le premier criblage pour
trouver un composé antibiotique : il administre a des lapins infectés par la syphilis plusieurs centaines
de dérivés organoarseniés, I'idée étant de délivrer I'arsenic sélectivement a la bactérie (« magic
bullet »). C’'est ainsi qu’il découvre le Salvarsan, premier antibiotique et médicament issu d’un criblage

rationnel.?

Plus de 100 ans apres le premier criblage de Paul Ehrlich, nous disposons d’un large arsenal
thérapeutique contre les infections bactériennes. Les antibiotiques actuellement disponibles ciblent
tous des composants essentiels de la bactérie et peuvent étre regroupés en différentes catégories
selon leur mode d’action (Figure 8) :

e C(Certains antibiotiques ciblent I'enveloppe bactérienne, soit en inhibant la synthese du
peptidoglycane (B-lactamines, la fosfomycine et les glycopeptides), soit en désorganisant la
membrane plasmique (lipopeptides cycliques et les polymyxines).

e D’autres antibiotiques interférent avec la réplication de ’ADN bactérien de maniére directe
par inhibition des topoisomérases (quinolones) ou indirecte par détérioration de I’ADN ou par
perturbation du métabolisme de I’acide folique (nitro-imidazolés, sulfamides antibactériens,

triméthoprime).
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e Enfin, plusieurs familles d’antibiotiques ciblent la synthése protéique bactérienne comme la
fidaxomicine, les ansamycines, les oxazolidinones, les aminosides, les tétracyclines, les

phénicolés, I'acide fusidique et les macrolides.

Interférent avec la réplication
de 'ADN
Quinolones, nitro-imidazolés,
sulfamides antibactériens,
triméthoprime

Inhibent la synthése du peptidoglycane
B-lactamines, fosfomycine, glycopeptides

Ciblent I'enveloppe

Empéchent la synthése des protéines
Aminosides, macrolides, tétracyclines,
oxazolidinones, ansamycines, acide
fusidique, phénicolés, fidaxomicine 5

Désorganisentla membrane
plasmique
Lipopeptides cycliques,
polymyxines

Figure 8 : Représentation des différentes familles d’antibiotiques classées par mode d’action.

Dans la suite de ce chapitre, les différentes familles d’antibiotiques actuellement autorisées en France

seront détaillées selon leur mode d’action.

2. Antibiotiques ciblant I’enveloppe bactérienne

Les antibiotiques ayant pour cible I’enveloppe bactérienne peuvent étre classés en deux catégories.
Dans un premier temps, les molécules inhibant directement la synthése du peptidoglycane seront
abordées. Les molécules désorganisant la membrane plasmique seront explicitées dans un second

temps.

2.1. Inhibition de la synthése du peptidoglycane

Trois familles d’antibiotiques sont capables d’inhiber la synthese du peptidoglycane : les B-lactamines,

la fosfomycine (seul représentant de sa classe) et les glycopeptides.

Les f-lactamines
Les antibiotiques de la classe des [-lactamines sont historiquement dérivés de composés
antibactériens issus de différentes especes de champignons du genre Penicillium ou Acremonium

(anciennement Cephalosporium). lls possédent tous une activité bactéricide temps-dépendante en
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stoppant la synthese du peptidoglycane par inhibition des PBPs (Penicillin Binding Proteins). Les PBPs
sont des transpeptidases responsables de la liaison entre une L-lysine et I'avant-derniére D-alanine

d’une chaine peptidique opposée, donnant I'aspect réticulé du peptidoglycane.

H

Y s

O 07 NH ¢ HJT
07> 0H o7 Of

Figure 9 : Comparaison du dipeptide D-Ala-D-Ala et de la structure des pénicillines.

L'activité inhibitrice des B-lactamines sur les PBPs est basée sur les similarités structurelles et
chimiques entre les fonctions amides de I’antibiotique B-lactamine et le substrat des transpeptidases,
le dipeptide D-Ala-D-Ala (Figure 9). Le groupement hydroxyle de la sérine du site catalytique des PBPs
va se lier de maniére covalente par attaque sur le carbone électrophile du cycle B-lactame
caractéristique des B-lactamines (Figure 10).* Cette étape est irréversible en raison de I'ouverture du

cycle B-lactame, ce qui entraine une inhibition des PBPs.

R H R H
77/N S 77/N S
© j;NJV — ° o’2 NN
o O//\OH i—Ser O//\OH
S~H
é—Ser Adduit pénicilloyl-PBP

Figure 10 : Attaque nucléophile du résidu sérine d’une PBP sur le carbonyle du cycle B-lactame d’une pénicilline.

Les antibiotiques B-lactamines sont classés selon la structure de leur noyau B-lactame : les pénicillines
possédent un noyau péname, les céphalosporines un noyau cephéme, les carbapénéemes un noyau

carbapéneme et les monobactams sont caractérisés par un noyau du méme nom (Tableau 1).
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Tableau 1 : Les différentes familles de 3-lactamines avec leur noyau caractéristique.®

Nom de la Nom et structure du noyau
Molécules approuvées en France
famille caractéristique
Benzylpénicilline (ou pénicilline G)
Pénicilline V
S Oxacilline
Pénicillines O// N Conac‘|I‘I||j1e
Amoxicilline
Péname Pipéracilline
Ticarcilline
Témocilline
C1G Céfaclor
Céfadroxil
Céfalexine
Céfazoline
C2G Céfuroxime-azétil
Céfoxitine

Céphalosporines

S
\J C3G Céfixime
7N~
o Cefpodoxime-proxétil
Céphéme Céfotaxime

Ceftazidime

Ceftriaxone

Ceftaroline
C4G Céfépime
C5G Ceftobiprole médocaril

L—yi/> Ertapénem
~—N
o7

Carbapénémes Imipénem/cilastine
Carbapénéeme Meropenem
I |
Monobactams (0] R Aztréonam
Monobactam
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Les pénicillines

H Q H

- -
o”? OH o”? OH

Pénicilline G

Benzylpénicilline Pénicilline V

Figure 11 : Structures de la pénicilline G et de la pénicilline V.
Le premier antibiotique B-lactamine isolé est une pénicilline, encore commercialisée de nos jours, la
pénicilline G (aussi appelée benzylpénicilline, Figure 11). Comme la pénicilline V, elle possede un
spectre restreint aux bactéries a Gram positif (staphylocoque, streptocoque, pneumocoque, Bacillus

anthracis).

H H H
N +
O/\/f s . N O/\:N
I YT O s o Y-
A N —— AL h

/—~OH H > © H 7%-OH

Figure 12 : Mécanisme de I'inactivation de la pénicilline G en milieu acide.

Cependant, la pénicilline G est rapidement dégradée en milieu acide. L'atome d’azote du cycle [3-
lactame se protone, ce qui va renforcer I'électrophilie du carbonyle adjacent et favoriser I'attaque de
I’'atome d’oxygéne de I'amide sur ce dernier. Cette réaction a pour effet de cliver le cycle B-lactame de
I’antibiotique et ainsi de I'inactiver (Figure 12). L’apport de la pénicilline V est une amélioration de la
stabilité en milieu acide qui permet une administration per os. En effet, I'atome d’oxygene en 3 de

I"amide va réduire la nucléophilie de I'oxygene de I'amide par effet électroattracteur.

/
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Figure 13 : Structure de la méticilline.
La méticilline (ou pénicilline M, Figure 13) a été la premiére pénicilline hémisynthétique. Elle n’est
aujourd’hui plus commercialisée mais sert encore de référence pour décrire le potentiel de résistance

de Staphylococcus aureus face aux autres pénicillines (SASM, Staphylococcus aureus Sensible a la

Méticilline, ou SARM, Staphylococcus aureus Résistant a la Méticilline).
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Aminopénicilline (amoxicilline) Carboxypénicilline (ticarcilline)  Uréidopénicilline (pipéracilline)
Figure 14 : Exemples de structures de pénicillines (les groupements caractéristiques sont représentés en orange).
Grace a l'ajout d’une fonction amine primaire, le spectre des aminopénicillines (ampicilline et
amoxicilline) a été étendu vers les bactéries a Gram négatif grace a une meilleure perméation. Les
carboxypénicillines comme la ticarcilline ont été les premiéres pénicillines possédant une activité
antibiotique sur Pseudomonas aeruginosa. Par la suite, la découverte des uréidopénicillines a amélioré

I'arsenal thérapeutique antibiotique grace a leur activité sur Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella

pneumoniae, et d’autres entérobactérales (Figure 14).

L’électrophilie du cycle B-lactame des pénicillines est si importante que I'antibiotique est capable de
former des liaisons covalentes avec différents nucléophiles de I'organisme, comme une fonction amine
primaire d’une lysine ou une fonction thiol d’une cystéine. Ces réactions conduisent a la formation
d’antigenes, reconnus comme étrangers par I'organisme, qui peuvent provoquer différentes réactions
d’hypersensibilité, allant jusqu’au choc anaphylactique. Cet effet indésirable de classe est plus atténué

avec les autres B-lactamines comme les céphalosporines, les carbapénemes et les monobactams.

Les céphalosporines
Suite a la mise en évidence des premiéeres pénicillinases et a la recherche de composés antibiotiques

stables face a ces enzymes, la céphalosporine C, une molécule naturelle produite par Cephalosporium
acremonium a été identifiée. Les différentes céphalosporines (Figure 15) disponibles aujourd’hui sont
encore obtenues par hémisynthese a partir de cette molécule naturelle. Les céphalosporines de
premiere génération (C1G) possédent un spectre étendu sur les bactéries a Gram positif et plus
restreint sur les bactéries a Gram négatif (la céfazoline est active sur certaines entérobactérales).
Concernant les céphalosporines de deuxieme et troisieme générations (C2G et C3G), leur lipophilie a
été diminuée par rapport aux C1G, permettant de diminuer leur sensibilité aux B-lactamases. Ainsi, les

C2G et les C3G sont caractérisées par un spectre d’action plus large envers les bactéries a Gram négatif.
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Figure 15 : Structures de différentes céphalosporines. Le groupement oxime éther carboxyméthyle permettant d’améliorer
I"absorption des antibiotiques est entouré en gris.

Certaines céphalosporines comme la céfixime portent un groupement oxime éther fonctionnalisé par
un groupement carboxyméthyle. Ce groupement particulier leur permet d’étre pris en charge par un
transporteur de di- et tri-peptides intestinal et améliore ainsi leur absorption.® Par la suite, I’ajout d’un
ammonium quaternaire sur les céphalosporines de quatrieme génération (C4G) a engendré une
nouvelle amélioration du spectre sur les bactéries a Gram négatif, notamment sur Pseudomonas
aeruginosa, et du spectre sur les bactéries a Gram positif. Enfin, les céphalosporines de cinquiéme
génération (C5G) sont les seules céphalosporines a étre également bactéricides sur le staphylocoque
doré résistant a la méticilline (SARM). Les céphalosporines sont hydrolysées par la plupart des [3-
lactamases a spectre étendu (BLSE, cf chapitre lll, partie 1.3. sur les -lactamases) ce qui les rend

inactives.

Les carbapénemes
Les BLSE ont représenté un nouveau challenge pour les chercheurs. C'est suite a la synthese

d’analogues de la thiénamycine, un inhibiteur de B-lactamases naturel, que les carbapénémes ont vu
le jour (Figure 16). Contrairement aux pénicillines et aux céphalosporines, la configuration absolue des
carbapénémes est trans. Ainsi, ils ne sont pas substrats des -lactamases dont les BLSE et possedent
un spectre étendu sur les bactéries a Gram positif et a Gram négatif. L'imipénem a été le premier
carbapénéme commercialisé. Il est substrat de la déhydropeptidase-1 rénale (DHP-1). Par conséquent,
il est administré en association avec la cilastatine, un inhibiteur de la DHP-1 permettant d’augmenter

la demi-vie de I'imipénem. Le méropénem n’est pas hydrolysé par la DHP-1 mais est caractérisé par
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une faible demi-vie plasmatique, obligeant une administration parentérale intramusculaire (IM) ou

intraveineuse (1V).

Imipénem Méropénem Ertapénem

Figure 16 : Structures de la thiénamycine, de I'imipénem, du méropénem et de I'ertapénem.
Enfin, l'ertapénem est un analogue structural du méropénem chargé négativement a pH
physiologique. Cette caractéristique lui confére une importante liaison aux protéines plasmatiques,

augmentant sa demi-vie plasmatique apparente.

Les monobactams
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Figure 17 : Structure de I'aztréonam.
L’aztréonam (Figure 17), le seul représentant de la classe des monobactams, est un composé semi-
synthétique. Sa géométrie trans le rend résistant aux B-lactamases, lui conférant un spectre étendu
vers les bactéries a Gram négatif, dont Pseudomonas. En revanche, I'aztréonam ne posséde pas

d’activité antibactérienne sur les germes a Gram positif.
En conclusion, les B-lactamines sont une classe d’antibiotiques présentant une grande diversité

structurale, a large spectre et induisant relativement peu d’effets indésirables. C’est la raison pour

laquelle c’est une des classes les plus prescrites aujourd’hui encore.

39



Fosfomycine
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Figure 18 : Structures des différentes formes de la fosfomycine.

La fosfomycine (Figure 18) est I'unique antibiotique de sa classe. Cette molécule est produite par
différentes sous-espéces de Streptomyces, et peut également étre synthétisée industriellement a

partir du diméthyl-2-oxopropylphosphonate.’

Grace a sa similarité de structure avec le phosphoénolpyruvate (PEP), la fosfomycine inhibe de maniere
irréversible I’énol pyruvate transférase MurA. En présence du substrat UDP-NAG, la conformation de
MurA permet d’accueillir la fosfomycine dans une poche de liaison comportant différents résidus
chargés positivement (Lys22, Arg120 et Arg397). Ces résidus forment plusieurs liaisons ioniques et
hydrogene avec le groupement phosphonate de la fosfomycine. Le cycle époxyde de I'antibiotique se
trouve alors a proximité du résidu cystéine 115. Le rapprochement de ce site électrophile provoque
I'alkylation de la fonction thiol de I'acide aminé (Figure 19). La formation de cette liaison covalente
inactive ainsi 'enzyme, empéchant la formation de la sous-unité UDP-NAM nécessaire a la synthése

du peptidoglycane, ce qui cause a terme la mort de la bactérie.®

Lys22 Lys22
NH NH;
_ _ CH
_NH o A NH ? ,IO_H< ’
Arg120—H—(NH+ o=P CH3 —_— Arg120—”—( . O=F S-Cys115
: OH HS-Cys115 NH3 OH
HJNYNH HJNW&NH
l\‘lH NH
|
Arg397 Arg397

Figure 19 : Mécanisme d’inactivation de MurA par la fosfomycine.8

La fosfomycine est caractérisée par une activité bactéricide et un large spectre antibactérien, incluant
des bactéries a Gram positif comme les staphylocoques (dont SARM), les entérocoques et le
pneumocoque, ainsi que des bactéries a Gram négatif, particulierement les entérobactérales, Neisseria

meningitidis, Pseudomonas aeruginosa et Haemophilus influenzae.

La fosfomycine est disponible sous deux formes possédant des indications différentes. Grace a une

forte élimination rénale sous forme inchangée, la fosfomycine-trométamol administrée par voie orale
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est le traitement de premiere intention des infections urinaires non compliquées chez la femme.
D’autre part, la fosfomycine sodique, disponible sous forme injectable, est réservée aux infections
séveres a germes sensibles (méningite, infection ostéoarticulaire, endocardite, etc.) en association

avec un autre antibiotique.

Suite aux B-lactamines et a la fosfomycine, la derniére catégorie d’antibiotiques ciblant la synthese du
peptidoglycane bactérien sont les glycopeptides regroupant la vancomycine, la téicoplanine et la

dalbavancine.

Glycopeptides

OH

NH,

Figure 20 : Structure de la vancomycine.

Il existe trois glycopeptides actuellement disponibles en France : la vancomycine (Figure 20) et la
téicoplanine, deux produits naturels issus d’Actinomycetes, ainsi que la dalbavancine, un produit
hémisynthétique. Ces trois composés sont capables de se lier a I'extrémité D-Ala-D-Ala de la chaine
pentapeptidique du peptidoglycane, empéchant ainsi les réactions de transpeptidation nécessaires a

la création de la structure réticulée du peptidoglycane.’

Les glycopeptides possédent une activité bactéricide dirigée contre les bactéries a Gram positif, dont
les staphylocoques (résistant ou non a la méticilline), les streptocoques, les entérocoques et
Clostridioides difficile. Du fait de leur poids moléculaire élevé, les glycopeptides possédent une faible
perméation vis-a-vis de la membrane plasmique externe des germes a Gram négatif, les rendant
naturellement résistants a ces antibiotiques. De la méme maniére, leur grande taille confére a ces

composés une trés faible absorption dans le tube digestif.
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Par conséquent, les glycopeptides sont administrés par voie parentérale et sont prescrits en premiére
intention pour les infections sévéres dues a des bactéries a Gram positif (bactériémies, endocardites,
péritonites, méningites, infections ostéoarticulaires, pulmonaires, urinaires etc.). La vancomycine
reste le traitement de référence pour les infections a SARM. D’autre part, il est important de noter que
le traitement des infections a C. difficile, localisées au niveau intestinal, est la seule situation ou les

glycopeptides sont administrés par voie orale.

Empécher la synthése du peptidoglycane n’est pas le seul mécanisme permettant de cibler I’'enveloppe

bactérienne. Certains composés sont capables de désorganiser la membrane plasmique.

2.2. Désorganisation de la membrane plasmique

Il existe deux familles de composés désorganisant la membrane plasmique bactérienne: les
lipopeptides cycliques, capables de s’insérer dans cette derniére, et les polymyxines, responsables d’un
déplacement d’ions perturbant le potentiel électrochimique de la membrane. Ces deux mécanismes

conduisent a la fuite d’éléments cellulaires et provoquent ainsi la mort de la bactérie.

Lipopeptides cycliques
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Figure 21 : Structure de la daptomycine.

La daptomycine (Figure 21) est le seul représentant de la classe des lipopeptides cycliques. Cette
molécule est produite par des souches de Streptomyces roseosporus pour lesquelles de |'acide
décanoique a été ajouté au milieu de culture. La daptomycine est structurellement semblable aux
peptides cationiques antibactériens produits par I'organisme au cours de I'immunité innée. Elle est

constituée d’un cycle de 13 acides aminés et d’'une chaine latérale terminée par un acide décanoique.

La chaine lipophile de la daptomycine va interagir avec les différents phosphatidylglycérols de la
membrane plasmique bactérienne et va s’y insérer par un mécanisme calcium-dépendant. Suite a une

oligomérisation, des pores vont se former, provoquant la fuite de différents éléments cellulaires
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comme des ions potassium, magnésium et de I’ATP, ce qui conduira a terme a la mort de la bactérie
(Figure 22). Il est intéressant de noter que I’activité bactéricide de la daptomycine ne s’observe que

sur les bactéries a Gram positif, due a I'incapacité de I'antibiotique a traverser la membrane externe

des bactéries a Gram négatif.1%11
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Figure 22 : Mécanisme d’action de la daptomycine.?

Ainsi, la daptomycine posseéde une activité antibactérienne sur la plupart des bactéries a Gram positif,
aérobies et anaérobies, dont le SARM et les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV). Malgré
ce large spectre d’action, la daptomycine ne permettra pas de traiter des infections respiratoires

basses car elle est inactivée par le surfactant pulmonaire via la formation d’agrégats.

Par conséquence, elle peut étre prescrite dans le cadre d’infections compliquées de la peau et des

tissus mous ou d’endocardites dues a Staphylococcus aureus, associées ou non a une bactériémie.

Polymyxines
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Figure 23 : Structure de la colistine.

Les polymyxines sont des antibiotiques polypeptidiques produits par différentes souches de Bacillus
polymyxa. Deux polymyxines peuvent étre prescrites aujourd’hui en France : la polymyxine E, aussi

appelée colistine (Figure 23), et la polymyxine B.

43



Les polymyxines, chargées positivement, sont capables de se lier au lipide A du LPS des bactéries a
Gram négatif via des interactions électrostatiques. Cette liaison va entrainer le déplacement d’ions
Ca?* et Mg?*, précédemment coordonnés avec les groupements phosphates du lipide A. Ces ions
servant a stabiliser la membrane plasmique, cette derniére sera alors altérée, entrainant la fuite des
composés cellulaires et provoquant la mort de la bactérie suite a une trop grande augmentation de la
perméabilité membranaire.’* Ainsi, les polymyxines possédent un large spectre d’actions sur les
bactéries aérobies a Gram négatif. Il existe quelques exceptions comme les bactéries du genre
Neisseria et Proteus qui ne sont pas sensibles a I'action des polymyxines. En outre, les bactéries a Gram

positif sont naturellement résistantes aux polymyxines.

La colistine est indiquée dans le cadre d’infections sévéres documentées dues a des bactéries a Gram
négatif sensibles, chez des patients pour qui les options thérapeutiques sont limitées. Elle est
administrée par voie parentérale sous forme de prodrogue : le colistiméthate sodique. La colistine fait
partie des antibiotiques de réserve dans la liste des médicaments essentiels de 'OMS. En effet, cet
antibiotique posseéde une activité sur des souches de bactéries a Gram négatif multirésistantes,
notamment Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii et peut provoquer des effets
indésirables importants, spécifiquement une toxicité rénale fréquente et dose-limitante ainsi qu’une

toxicité neurologique (paresthésie, désorientation, confusion).

D’autre part, la polymyxine B est plutot réservée au traitement d’infections locales telles que des
vaginites, des otites, différentes infections oculaires et buccales. Elle est donc disponible sous
différentes formes topiques (collyre, suspension auriculaire, capsules vaginales) en combinaison avec

un autre antibiotique et éventuellement un corticoide.

Aprés avoir détaillé les antibiotiques ciblant la membrane plasmique bactérienne, les composés

interférant avec la réplication de I’ADN bactérien seront étudiés.

3. Antibiotiques interférant avec la réplication de ’ADN bactérien

Parmi les antibiotiques disponibles en France aujourd’hui, on distingue trois processus d’interférence
avec la réplication de I’ADN bactérien. Dans un premier temps seront abordés les inhibiteurs des
topoisomérases bactériennes type quinolones et fluoroquinolones. Dans un deuxieme temps, le
mécanisme d’action des composés détériorant '’ADN bactérien, comme les nitro-imidazolés, sera

explicité. Enfin, nous verrons comment les sulfamides antibactériens, perturbateurs du métabolisme
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de I'acide folique, peuvent provoquer la mort de la bactérie par une inhibition indirecte de la synthese

des bases de I’ADN.

3.1. Inhibition des topoisomérases bactériennes : quinolones et fluoroguinolones

Les antibiotiques de la classe des quinolones (Figure 24) sont des composés d’origine synthétique
constitués d’un noyau quinolone substitué en position 3 par une fonction acide carboxylique. Les
quinolones de premiere génération comme l'acide nalidixique ou l'acide pipémidique ont été
progressivement remplacées par les quinolones de seconde génération: les fluoroquinolones,
caractérisées par un atome de fluor en position 6. Huit sont actuellement disponibles en France : la
ciprofloxacine, la délafloxacine, I’énoxacine, la lévofloxacine, la loméfloxacine, la moxifloxacine, la

norfloxacine et I'ofloxacine.
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Figure 24 : Structures de 'acide nalidixique et de différentes fluoroquinolones.
Les fluoroquinolones ciblent a la fois I’ADN gyrase, chez les bactéries Gram négatives principalement,
et latopoisomérase IV, particulierement chez les germes a Gram positif. Ces deux enzymes essentielles
font partie de la classe des topoisomérases Il et catalysent I'interconversion entre différents états
topologiques de I’ADN par hydrolyse de I’ATP. La topoisomérase provoque d’abord une coupure
double brin espacée de 4 paires de bases. Ce site de clivage est stabilisé par des liaisons covalentes
entre I'enzyme et les extrémités 5’ des brins clivés afin de préserver l'intégrité de l'information
génétique. L'enzyme peut ensuite faire passer une seconde double hélice d’ADN a travers le site de
clivage dans le but de créer un surenroulement ou une relaxation de I'ADN. Les fluoroquinolones
s’intercalent entre les bases de ’ADN au niveau du site de clivage du brin et interagissent avec la
topoisomérase via un pont entre plusieurs molécules d’eau et un ion Mg?* (Figure 25). Le complexe
ADN-topoisomérase-fluoroquinolone formé est stable, bloquant ainsi la réplication et la transcription,

ce qui conduit a la mort lente de la bactérie. Si ce complexe est dissocié et que la cassure de ’ADN
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n’est pas réparée, cela provoquera la mort rapide de la bactérie. Ces deux mécanismes peuvent

également mener a la production d’especes réactives de |'oxygene, ce qui accélére la mort du germe.
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Figure 25 : Structure co-cristallographique de la moxifloxacine (en vert) liée au complexe ADN-topoisomérase IV de
Acinetobacter baumannii ; a) Détail de la moxifloxacine partiellement intercalée entre les bases de I’ADN aux sites de
clivage ; b) Pont entre la moxifloxacine, quatre molécules d’eau (en rouge), un ion Mg2* (en gris) et la topoisomérase 1V.1516

Le noyau quinolone réalise des interactions de w-stacking avec les bases de I’ADN au niveau du site de
coupure du brin. La fonction acide carboxylique en position 3 est essentielle pour I'activité car elle
permet de former le réseau de liaisons hydrogéne entre plusieurs molécules d’eau, 'ion Mg?* et la
topoisomérase, plus spécifiquement une sérine et un résidu acide trés conservés. L'atome de fluor en
position 6 module la répartition électronique du bicycle aromatique, renforcant I'interaction w-
stacking avec les bases de I’ADN ce qui améliore la puissance des composés.’” D’autre part, le
substituant en position 7 influe sur le spectre d’action de la quinolone, dirigé plutot vers les bactéries

a Gram positif ou @ Gram négatif.*®

L'effet bactéricide concentration-dépendant, le large spectre d’action et la bonne biodisponibilité
orale des fluoroquinolones en font une classe d’antibiotiques amplement utilisée en clinique. Elles
peuvent étre prescrites pour traiter notamment des infections urinaires, digestives et intra-
abdominales, génitales, respiratoires (dont des pneumopathies communautaires grave et la
tuberculose multi-résistante) et ostéoarticulaires.

Les fluoroquinolones peuvent provoquer des effets indésirables propres a leur classe, spécialement

des tendinopathies, une phototoxicité et des troubles du SNC (maux de tétes, épisodes de confusion).

3.2. Détérioration de I’ADN : nitro-imidazolés

Les antibiotiques nitro-imidazolés (Figure 26) sont des molécules synthétiques dérivées de I'azomycine
(2-nitroimidazole), un composé naturel produit par différentes espéces d’Actinomycetes. lls sont
constitués d’un noyau imidazole substitué en position 5 par un groupement nitro. Quatre sont

aujourd’hui disponibles en France : le métronidazole, I'ornidazole, le secnidazole et le tinidazole.
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Figure 26 : Structures du métronidazole et du tinidazole.

Ces principes actifs sont des prodrogues : la molécule administrée doit étre modifiée chimiquement
avant de pouvoir exercer son activité antimicrobienne. Dans le cas des nitro-imidazolés, le groupement
nitro doit étre réduit afin de former par la suite différents métabolites toxiques. Cette réduction ne
peut avoir lieu que dans des organismes ol la concentration en oxygene est tres faible, c’est-a-dire des
organismes anaérobies. Cette particularité permet une spécificité d’action des nitro-imidazolés qui ne

pourront pas étre réduits et donc toxiques dans les cellules humaines.

Chez les micro-organismes anaérobies, plusieurs enzymes sont capables de réduire le groupement
nitro des antibiotiques nitro-imidazolés: la pyruvate-ferrédoxine oxydoréductase (PFOR), la
thiorédoxine réductase (TrxR) ou encore la nitroréductase RdxA particulierement chez Helicobacter
pylori. Le fait gu’il existe plusieurs cascades enzymatiques capables de réduire cette fonction nitro rend

I’émergence de souches résistantes plus rare.

Deux voies de réduction sont possibles : une voie menant a des intermédiaires stables et non toxiques
(« inactivation réductrice ») et une voie conduisant a I'ouverture du cycle imidazole et a la formation
de métabolites toxiques (« activation réductrice », Figure 27). Ces métabolites toxiques pourront agir
sur différentes cibles et causer des dommages qui conduiront a la mort du micro-organisme. Il a été
montré que les métabolites issus de la réduction du métronidazole peuvent former des adduits sur des
résidus cystéines. De plus, ces métabolites peuvent également détériorer ’ADN en formant des adduits
avec des nucléotides, empécher la synthese et la réparation de I’ADN par une inhibition indirecte de
la ribonucléotide réductase et méme causer des cassures de I’ADN. La réduction du composé nitro-
imidazolé peut également perturber le potentiel d’oxydoréduction de la cellule, provoquant un
blocage de la force protomotrice et une diminution de la production d’ATP. Jusqu’a présent, il n’a pas
été déterminé quel intermédiaire, différencié par I'état d’oxydation de I'atome d’azote extra-cyclique,

est la forme toxique a proprement parler.?92°
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Figure 27 : Voie d’activation réductrice du métronidazole.
De par ce mécanisme d’action, les nitro-imidazolés posseédent une activité sur différents types de
micro-organismes anaérobies ou microaérophiles dont des bactéries (Clostridioides difficile,
Helicobacter pylori) et des protozoaires (Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis, Trichomonas

vaginalis). Les nitro-imidazolés sont également indiqués dans la prévention et le traitement

d’infections de la cavité orale.

3.3. Perturbateurs du métabolisme de I'acide folique : sulfamides antibactériens
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Figure 28 : Structures de la prodrogue Prontosil (sulfamidochrysoidine) et du composé actif (4-aminobenzenesulfonamide).
C'est un criblage de différents colorants azoiques en 1932 qui a permis d’identifier la
sulfamidochrysoidine (Prontosil) comme possédant une activité antibactérienne importante sur les
Cocci a Gram positif (notamment le streptocoque). Il a été découvert par la suite que la

sulfamidochrysoidine était métabolisée in vivo pour former le 4-aminobenzenesulfonamide, le

composé possédant I'activité antibactérienne (Figure 28).
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Figure 29 : Structures du sulfaméthoxazole et du sulfaméthizole.
Aujourd’hui, il existe quatre sulfamides antibactériens disponibles en France (Figure 29) : la
combinaison sulfaméthoxazole-triméthoprime (DCI cotrimoxazole), la sulfadiazine, le sulfaméthizole

et le sulfafurazole (commercialisé en combinaison avec I'érythromycine).
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Figure 30 : Voie de I'acide folique chez les bactéries et cibles d’action des sulfamides et du triméthoprime.

Les bactéries doivent elles-mémes synthétiser a partir de I'acide para-aminobenzoique (PABA) I'acide
tétrahydrofolique, dont la forme oxydée, I'acide folique (ou vitamine B9), est un cofacteur nécessaire
pour la synthese des bases puriques et pyrimidiques de I’ADN (Figure 30). Grace aux similarités
structurelles avec le PABA, les sulfamides antibactériens inhibent de maniére compétitive la
dihydroptéroate synthétase, bloquant ainsi cette voie métabolique et conduisant a la mort de la

bactérie. Les sulfamides antibactériens prescrits seuls possédent une action bactériostatique.

Le triméthoprime est un inhibiteur de la dihydrofolate réductase, une autre enzyme impliquée dans la
voie de synthese de I'acide tétrahydrofolique et permet ainsi une action bactéricide synergique avec

le sulfaméthoxazole.

Les sulfamides antibactériens sont indiqués dans le traitement de différentes infections bactériennes
(infections urogénitales, otites et sinusites) ainsi que d’autres types d’infections comme Ia
pneumocystose ou la toxoplasmose. Néanmoins, ces antibiotiques sont de moins en moins utilisés en

clinique de par I'apparition rapide de mécanismes de résistance.
Aprés avoir détaillé les différents antibiotiques ciblant I’enveloppe bactérienne ou interférant avec la

réplication de I’ADN bactérien, la derniére partie de ce chapitre sera concentrée sur les antibiotiques

interférant avec la synthese des protéines.

49



4. Antibiotiques interférant avec la synthése des protéines

4.1. Fidaxomicine
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Figure 31 : Structure de la fidaxomicine.

La fidaxomicine (Figure 31) est constituée d’'un macrocycle lactonique glycosylé a 18 chainons. Cet

antibiotique a I'action bactéricide est produit par différentes espéces d’Actinomycetes.

La fidaxomicine se distingue des antibiotiques de la classe des macrolides principalement de par son
mécanisme d’action : la fidaxomicine inhibe I'ARN polymérase-ADN dépendante. Cette inhibition
intervient des la formation du complexe avec I’ADN, avant I'étape d’initiation de la transcription, a

I'inverse des ansamycines.?

Cet antibiotique possede une activité sur différentes bactéries a Gram positif, notamment sur
Clostridioides difficile (anciennement Clostridium).?? Les infections & Clostridioides difficile sont des
infections nosocomiales survenant apres un traitement antibiotique : celui-ci va déséquilibrer le
microbiote intestinal du patient, ce qui, associé a d’autres facteurs, va permettre la colonisation par C.
difficile. Les toxines produites par ce pathogene vont provoquer une colite associée a des diarrhées.
Les infections séveres a C. difficile peuvent nécessiter une colectomie, et peuvent aller jusqu’a

provoquer le décés du patient.?

Ainsi, la fidaxomicine est exclusivement indiquée pour des infections séveres a Clostridioides difficile

depuis 2011.

4.2. Ansamycines

Les ansamycines (Figure 32) sont des antibiotiques macrocycliques inhibiteurs de I’ARN polymérase
bactérienne. La rifamycine B (rifamycine) est une molécule naturelle produite par Amycolatopsis

rifamycinica et est un précurseur de plusieurs dérivés hémisynthétiques, dont la rifampicine et la
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rifabutine. Les antibiotiques de la classe des ansamycines doivent leur nom a la forme géométrique

gu’ils prennent dans I'espace, pouvant représenter un panier avec une anse.

Rifampicine Rifabutine

Figure 32 : Structures de la rifampicine et de la rifabutine.
L'inhibition de I'ARN polymérase bactérienne intervient suite a I'étape d’initiation. L’activité
bactéricide des ansamycines est due a une géne stérique occasionnée par |'agent thérapeutique lors
de son interaction avec I'enzyme : la polymérisation des nucléotides de I’ARN se trouve bloquée,

empéchant ainsi la poursuite de la transcription.?*

De par leur poids moléculaire conséquent, les ansamycines présentent principalement une activité
contre les bactéries a Gram positif et contre Mycobacterium tuberculosis. La rifampicine, chef de file
des ansamycines, fait en effet partie des traitements de premiére intention contre la tuberculose avec

I'isoniazide, I'éthambutol et le pyrazinamide.

4.3. Oxazolidinones
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Figure 33 : Structures des deux antibiotiques oxazolidinones autorisés en France.
Les antibiotiques de la classe des oxazolidinones (Figure 33) sont des composés synthétiques
initialement développés comme antidépresseurs en tant qu’inhibiteurs de la monoamine oxydase

(IMAOQ). Le linézolide a été le premier antibiotique de cette classe commercialisé. Il a été suivi quelques

années plus tard par le tédizolide, disponible sous forme de prodrogue, le phosphate de tédizolide.
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Le linézolide et le tédizolide inhibent la synthése protéique bactérienne des I'étape d’initiation. En
effet, ils se lient a I’ARN ribosomal 23S de la sous-unité 50S, empéchant ainsi la fixation avec la sous-
unité 30S et I'assemblage du complexe fonctionnel de traduction 70S. Il a été montré que le cycle
oxazolidinone ainsi que la configuration du carbone chiral sont des éléments essentiels pour la liaison
a ’ARN ribosomal bactérien.”> Ce mécanisme d’action leur confére une activité bactériostatique.
D’autre part, le linézolide inhiberait également la synthése de facteurs de virulence des Cocci a Gram

positifs.2®

Les antibiotiques de la classe des oxazolidinones sont actifs sur toutes les bactéries a Gram positif,
dont les souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline et les entérocoques résistants a
la vancomycine. En revanche, les bactéries a Gram négatif (excepté Pasteurella) ne sont pas sensibles

au linézolide et au tédizolide d0 & un probléme de perméabilité et d’efflux.?’28

Ainsi, les antibiotiques oxazolidinones peuvent étre prescrits en cas d’infection de la peau et des tissus
mous par des bactéries a Gram positif. Le linézolide est également indiqué contre des pneumopathies

communautaires ou nosocomiales.

Parce que ces structures ont d’abord été congues pour étre des inhibiteurs de monoamine oxydase,
les antibiotiques oxazolidinones peuvent provoquer des syndromes sérotoninergiques s’ils sont
associés avec d’autres agents augmentant la concentration en sérotonine (inhibiteur sélectif de la
recapture de sérotonine par exemple). De plus, il est important de noter que le tédizolide est un

inducteur de cytochromes et de la glycoprotéine P.

4.4. Les aminosides
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Figure 34 : Structures de deux aminosides naturels, la streptomycine et la gentamicine, et d’'un aminoside hémisynthétique,
I"amikacine.

Les aminosides (Figure 34) sont des molécules antibiotiques issues de bactéries de l'ordre des

actinomycetes, plus précisément du genre Streptomyces (suffixe -mycine : kanamycine, néomycine,
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streptomycine, tobramycine) ou du genre Micromonospora (suffixe -micine : gentamicine). Certains

aminosides sont également des composés hémisynthétiques (amikacine, isepamicine, nétilmicine).

Leur structure se compose d’'un noyau dérivé de l'inositol (streptamine ou 2-désoxystreptamine)
substitué par une ou plusieurs osamines. Les groupements hydroxyles et aminos libres sont les
éléments clés permettant la liaison de I'aminoside a la sous-unité 30S du ribosome bactérien, plus
particulierement sur I’ARN ribosomal 16S (site A). Cette fixation peut empécher l'initiation de la
traduction, stopper la synthése du polypeptide en cours, ou entrainer I'incorporation d’un acide aminé
incorrect, menant ainsi a la synthése d’une protéine non fonctionnelle. L'accumulation de ces
protéines non fonctionnelles conduit a la mort de la bactérie. Ce mécanisme conféere aux aminosides

un effet bactéricide rapide concentration-dépendant ainsi qu’un effet post antibiotique prolongé.?

Les aminosides peuvent également impacter les ribosomes mitochondriaux eucaryotes,
particulierement dans les cellules rénales et dans les cellules de I'oreille interne suite a I'accumulation
de l'antibiotique. Cette accumulation peut provoquer une toxicité rénale réversible, ainsi qu’une
ototoxicité d’abord réversible (atteinte des cellules vestibulaires) puis irréversible (atteinte des cellules

cochléaires entrainant une surdité).

Les aminosides peuvent diffuser de maniére passive a travers la membrane externe des bactéries a
Gram négatif via |'utilisation des porines, mais traversent la membrane interne par un mécanisme actif
dépendant de la chaine respiratoire procaryote. Ce mécanisme d’entrée oxygéno-dépendant explique
la résistance innée des bactéries anaérobies strictes aux aminosides. Ainsi, les germes sensibles aux
aminosides englobent les bacilles a Gram négatif aérobies (entérobactérales, P. aeruginosa,
Acinetobacter spp.), les cocci Gram positifs (notamment Staphylococcus aureus sensible a la
méticilline), les bacilles a Gram positif aérobies (Listeria monocytogenes, Bacillus spp.,

corynébactéries) et les mycobactéries.
De par leur large spectre d’action et leurs effets indésirables importants, les aminosides sont réservés

au traitement d’infections sévéres suite a la réalisation d’'un antibiogramme et sont généralement

prescrits en association.
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4.5. Tétracyclines

Chlortétracycline Tigécycline

Figure 35 : Structures d’une tétracycline naturelle, la chlortétracycline, et d’une tétracycline hémisynthétique, la tigécycline.

Les tétracyclines (Figure 35) sont des antibiotiques dont la structure est composée de quatre cycles
fusionnés qui bloquent la traduction des protéines bactériennes. Cing sont autorisées en France : la
chlortétracycline, produit naturel synthétisé par Streptomyces aureofaciens, la doxycycline, la

lymécycline, la minocycline et la tigécycline, des produits hémisynthétiques.

Chez les bactéries a Gram négatif, les tétracyclines traversent la membrane plasmique externe via les
porines OmpF et OmpC en formant un complexe avec un ion Mg?*. Ce complexe va se dissocier dans
I’espace périplasmique, et la tétracycline pourra ensuite traverser la membrane plasmique interne par
diffusion passive. Chez les bactéries a Gram positif, les tétracyclines peuvent diffuser a travers la
membrane plasmique de maniere passive ou active. Une fois dans le cytoplasme, la tétracycline se
complexe a nouveau avec un ion Mg?*. Une liaison réversible est ainsi formée entre I'antibiotique et la
sous-unité 30S du ribosome via un réseau de liaisons hydrogene impliquant les atomes d’oxygéne de
la tétracycline, les groupements phosphates de I’ARN ribosomal et un ion Mg?* (Figure 36). Suite a la
formation de ce complexe, I’ARN de transfert ne peut plus accéder au site accepteur A ce qui provoque
I'arrét de I’élongation de la chaine peptidique. Il existe également d’autres sites de liaison de plus faible

affinité.3%31
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Figure 36: a) Structure co-cristallographique de la tétracycline dans le site accepteur A du ribosome de Thermus
thermophilus. b) Représentation schématique des liaisons hydrogenes entre la tétracycline, un ion Mg?* et le ribosome de
Thermus thermophilus.3?
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Initialement, les tétracyclines possédaient un spectre antibactérien large. Aujourd’hui, suite a
|"apparition de nombreuses résistances, I'activité bactériostatique des tétracyclines permet de traiter
certaines infections respiratoires, certaines infections génitales, la brucellose, la maladie de Lyme ou
encore |'acné. La tigécycline est moins affectée par les systemes de résistance bactériens spécifiques
aux tétracyclines.?® Ainsi, elle peut &tre également prescrite contre des infections intra-abdominales

compliquées et des infections compliquées de la peau et des tissus mous.

Les tétracyclines peuvent provoquer des effets indésirables propres a leur classe comme une
photosensibilisation ou une coloration des dents avec hypoplasie de I'émail. Leur role de chélateur
d’ion, nécessaire pour leur activité sur le ribosome bactérien, peut néanmoins diminuer leur
absorption digestive si elles sont administrées en méme temps que différents cations (Fe?*, Mg?, Ca%

etc.).

4.6. Phénicolés

OH OH OH OH
Cl Cl
O°N+ HN\H)\CI O°S HN%CI
[ sn
(0] o (0] 0]
Chloramphénicol Thiamphénicol

Figure 37 : Structures du chloramphénicol et du thiamphénicol.

Le chef de file des phénicolés (Figure 37) est le chloramphénicol, une molécule naturelle extraite de
Streptomyces venezuelae. De cette structure est dérivée le thiamphénicol, seul représentant de la
classe des phénicolés encore disponible en France. En effet, le chloramphénicol a été retiré du marché

a cause de sa toxicité (cas d’aplasies médullaires irréversibles).

Les antibiotiques de la classe des phénicolés inhibent la synthese protéique bactérienne par liaison
avec la sous-unité 50S du ribosome bactérien. En effet, ils empéchent la liaison de ’ARN de transfert

au site A du ribosome, stoppant ainsi I'élongation du peptide.

Le thiamphénicol est caractérisé par un spectre d’action plutét large. En effet, il posséde une activité
bactériostatique sur des bactéries a Gram positif et a Gram négatif, dont des germes anaérobies.
Cependant son utilisation est réservée au traitement d’infections documentées d( a I'apparition de

nombreuses résistances.
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Ainsi, le thiamphénicol peut étre indiqué dans le cadre de fiévres typhoides, d’infections biliaires,

d’infections respiratoires ou encore de méningites a Haemophilius influenzae.

4.7. Acide fusidigue

Figure 38 : Structure de I'acide fusidique.

L’acide fusidique (Figure 38) est un stéroide naturel produit par le champignon Fusidium coccineum. |l
s’agit d’un inhibiteur de la synthese protéique bactérienne. En se liant au facteur d’élongation G (EF-
G) du ribosome bactérien, I'acide fusidique empéche la libération de celui-ci et la translocation de la
chaine peptidique. Comme la translocation est une étape nécessaire de I'élongation et du recyclage
des ribosomes, I'acide fusidique peut interférer avec ces deux phases pour bloquer la synthése
protéique bactérienne.3* Des études de relations structure-activité ont montré que la configuration Z
de l'alcéne entre C17 et C20, les deux groupements hydroxyles en positions 3 et 11 ainsi que le

groupement acétyle de la position 16 sont essentiels pour I'activité de I'acide fusidique.3®

L'acide fusidique est uniquement actif sur les bactéries a Gram positif, spécifiquement sur
Staphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes.® Il est donc particulierement utilisé pour traiter les
infections a staphylocoque, notamment cutanées. Sa structure stéroidienne lui permet une bonne
diffusion a travers la peau, expliquant I'intérét des formes topiques. L'acide fusidique peut également
étre prescrit par voie systémique pour des infections staphylococciques multirésistantes en

combinaison avec un autre antibiotique.

Concernant la prescription de I'acide fusidique, il est important de noter que son administration est
contre-indiquée lors d’'un traitement avec une statine. En effet, I'acide fusidique interfere avec la
clairance des statines, provoquant une augmentation du risque de rhabdomyolyse qui peut aller

jusqu’au déceés du patient.?’

56



4.8. Les macrolides

Les macrolides (Figure 39) se composent d’un cycle lactone a 14, 15 ou 16 atomes de carbone,
substitué par différents oses ou osamines. L'érythromycine, isolée de Streptomyces erythraeus, a été
I'un des premiers macrolides découverts. D’autres macrolides sont également des produits naturels
issus de bactéries de I'ordre des actinomycetes comme la josamycine et la spiramycine. A l'inverse,
|'azithromycine, la clarithromycine et la roxythromycine sont des composés hémisynthétiques

obtenus a partir de I’érythromycine.

Erythromycine Azithromycine
Figure 39 : Structures d’un macrolide naturel, I’érythromycine, et d’un macrolide hémisynthétique, I’azithromycine.
Les macrolides se lient a la sous unité 50S du ribosome bactérien, et plus particulierement a I’ARN
ribosomal 23S a l'intérieur du tunnel de sortie du peptide naissant, via une interaction entre les
substituants de la désosamine du macrolide et le nucléotide A2058.3 Cette interaction est renforcée
par la proximité de la face hydrophobe du macrocycle avec les nucléotides 2611 et 2057. Grace a
I’encombrement stérique généré dans le tunnel du ribosome, le macrolide empéche I'élongation du

peptide lorsqu’il atteint 5 3 11 acides aminés, stoppant ainsi la synthése protéique bactérienne.®

Les macrolides naturels présentent un profil pharmacocinétique défavorable avec une faible
biodisponibilité et un manque de stabilité au contact de I'acidité gastrique. Les modifications
structurales sur les positions C6 ou C9 des dérivés hémisynthétiques ont permis d’améliorer ces

caractéristiques pharmacocinétiques.

Les macrolides possedent une activité bactériostatique avec un spectre antibactérien assez vaste,
essentiellement ciblé sur les bactéries a Gram positif. Leur faible action sur les bactéries a Gram négatif
(exceptées Neisseria spp., Helicobacter pylori, Campylobacter, Legionella pneumoniae) peut
s’expliquer par leur difficulté a traverser la double membrane de ces germes. En clinique, les
antibiotiques de la classe des macrolides sont la référence pour traiter les infections a germe

intracellulaire (Chlamydophila spp., Mycoplasma spp., Legionella pneumophila, Bartonella henselae)
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du fait de leur lipophilie qui leur confére une bonne diffusion tissulaire. Les macrolides sont également
tres utilisés pour traiter les infections respiratoires hautes et basses, grace a leur accumulation au

niveau pulmonaire.

Concernant leur utilisation en clinique, il estimportant de noter que les macrolides sont des inhibiteurs
du cytochrome P450 3A4, et peuvent provoquer des torsades de pointes par allongement de

I'intervalle QT.
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Figure 40 : Structures de deux composés apparentés aux macrolides, la clindamycine et la télithromycine.
D’autres classes d’antibiotiques possedent le méme mécanisme d’action et sont ainsi apparentées aux

macrolides (Figure 40) : les lincosamides (clindamycine, lincomycine), les kétolides (télithromycine)

et les streptogramines (pristinamycine — IA et l1A).

Cet arsenal thérapeutique antibactérien large et varié est essentiel car les bactéries disposent de
différents moyens pour échapper a I’action bactéricide ou bactériostatique de ces principes actifs. Ce

phénomeéne est appelé antibiorésistance.
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lll) L’antibiorésistance

Cette partie consacrée a I'antibiorésistance sera divisée en deux axes. Dans un premier temps, les
différents mécanismes de résistance chez la bactérie seront expliqués. Dans un second temps, nous
verrons la raison pour laquelle ce phénoméne d’antibiorésistance a pris de I'ampleur ces dernieres

années et pourquoi il est important d’agir dés maintenant.

1. Meécanismes de résistance d’une bactérie

Il existe plusieurs mécanismes qui conferent aux bactéries une résistance a une ou plusieurs familles
d’antibiotiques. Dans un premier temps, la différence entre résistance innée ou acquise sera abordée.

Dans un second temps, les différents moyens de résistance chez les bactéries seront explicités.

1.1. Résistance innée et acquise

Les bactéries peuvent étre naturellement résistantes a I’action de certains antibiotiques de par leur
constitution : on parle de résistance innée. Par exemple, les macrolides sont généralement peu actifs
sur les bactéries a Gram négatif a cause de la difficulté a traverser la double membrane de ces micro-
organismes. De méme, les polymyxines n’ont aucune activité sur les bactéries a Gram positif, puisque
le point d’accroche de ces antibiotiques est le lipide A, constituant essentiel du LPS, caractéristique des

bactéries a Gram négatif.

A l'inverse, certaines bactéries, au départ sensibles a un antibiotique, peuvent y devenir résistantes.
En effet, les bactéries sont victimes de mutations aléatoires et I'une de ces mutations peut rendre la
bactérie résistante a un antibiotique. Ce phénomene de résistance acquise est naturel mais est favorisé
par une pression de sélection, comme le mésusage des antibiotiques. Si une bactérie devient résistante
en présence d’un antibiotique, elle pourra proliférer au détriment des bactéries qui y sont sensibles.
La bactérie résistante pourra ensuite disséminer ses genes, soit par transfert vertical a la prochaine

génération de bactéries, soit par transfert horizontal.

Il existe trois grands mécanismes de transfert de géne horizontal chez les bactéries :

- La conjugaison (Figure 41) : une bactérie donneuse F+ (portant le facteur de fertilité F)
reconnait une bactérie réceptrice F- (ne portant pas le facteur de fertilité F). Suite a un
contact cellule-cellule établi via le pilus sexuel, la bactérie F+ transfert un des deux brins
de son plasmide a la bactérie F-. Les brins complémentaires sont ensuite synthétisés chez

chacune des bactéries (réplication) et I'ADN se replace sous forme circulaire. Ce
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phénomeéne est accentué par la promiscuité des micro-organismes, comme a l'intérieur du

tractus gastro-intestinal.%

Cellule donneuse Cellule réceptrice
Pilus

hromosome /
1. Production ©
du pilus AD
plasmidique
Vs

2. Accroche et I -—
rétractation du
pilus J \_

3. Transfert de Y
I'ADN du plasmide Oﬂ
4. Réplication de O
I'ADN du plasmide

5. Nouveaux © -
donneurs  ——

Figure 41 : Mécanisme de la conjugaison.4?

La transformation (Figure 42) : certaines bactéries dites « compétentes » sont capables
d’incorporer dans leur génome de I'ADN nu présent dans I'environnement. Seules
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae et les bactéries du genre Neisseria

sont capables de transformation.*

La transduction (Figure 42) : lorsqu’une bactérie est infectée par un phage, celui-ci intégre
son ADN dans le chromosome bactérien afin qu’il puisse étre répliqué. Cet ADN
nouvellement formé sera ensuite incorporé dans des nouvelles capsides afin de former de
nouveaux phages. Lors de I'encapsidation, il arrive que le phage incorpore également de
I’ADN bactérien. Cet ADN pourra alors étre transmis a d’autres bactéries qui seront

infectées par le phage.
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Figure 42 : Mécanismes de la transformation et de la transduction.2

Tous ces phénomenes permettent aux bactéries d’obtenir un ou plusieurs avantages sélectifs face aux
antibiotiques. Afin d’expliquer comment ces mutations et transferts de geéne permettent aux germes
de devenir résistants, différents exemples vont étre abordés pour chague mécanisme de
résistance comprenant la modification de la cible, I'inactivation chimique de I'antibiotique par la

bactérie, I'efflux de I’antibiotique et enfin la diminution de la perméabilité membranaire (Figure 43).

® Antibiotique

Imperméabilité :
modification de

Plasmide
Ribosomes—— [ \\ \\\i \/

la paroi
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AN AN
A ' ] \
L J / SO
Inactivation de ® - l Modification de
I"antibiotique la cible
Efflux

Figure 43 : Les différents mécanismes de résistance chez les bactéries.*3

1.2. Modification et protection de la cible

Premierement, la bactérie est capable de diminuer la liaison de I’antibiotique a sa cible, soit par une
modification du site de liaison, soit par délogement de I'antibiotique aprés sa liaison (« protection »

de la cible).

Topoisomérase des fluoroquinolones
Un mécanisme courant de résistance est le changement d’un ou plusieurs acides aminés de la cible

suite a une(des) mutation(s) ponctuelle(s). Pour illustrer ce mécanisme, I'exemple de la résistance aux

61



fluoroquinolones sera abordé. Les fluoroquinolones inhibent deux topoisomérases Il bactériennes :
I’ADN gyrase et la topoisomérase IV. Ces antibiotiques se lient notamment a la sous unité GyrA pour
I’ADN gyrase ou ParC pour la topoisomérase V. Ainsi, des mutations dans les genes gyrA ou parC
peuvent engendrer des modifications de la séquence protéique des sous-unités correspondantes. Ces
mutations touchent notamment les deux acides aminés clés pour la liaison des fluoroquinolones, une
sérine et un résidu acide (généralement acide glutamique) trés conservés.* Ce changement d’acide
aminé entraine une diminution de ['affinité des fluoroquinolones pour I’ADN gyrase ou la
topoisomérase |V respectivement. Cette diminution d’affinité peut aller jusqu’a rendre les souches

résistantes aux fluoroquinolones.*®

Protection de la cible : protection des ribosomes contre les tétracyclines

La bactérie est aussi capable de « protéger » la protéine cible d’un antibiotique en le délogeant de son
site de liaison grace a une ou plusieurs autres protéines. Par exemple, Tet(M) et Tet(O) sont deux
GTPases déterminantes pour la résistance bactérienne contre les tétracyclines. Elles sont codées par
des éléments génétiques mobiles et sont donc présentes chez un large panel de bactéries a Gram

positif et négatif.

Ces GTPases sont des analogues des facteurs d’élongation (EF-G et EF-Tu) nécessaires pour la synthése
protéique bactérienne. Tet(M) et Tet(O) sont ainsi capables d’interagir avec le ribosome et de déloger
la tétracycline placée dans son site de liaison. Ces deux protéines seront ensuite capables de modifier

la conformation du ribosome, empéchant une nouvelle liaison avec la tétracycline.*®

1.3. Inactivation chimique de |'antibiotique

Deuxiemement, les bactéries peuvent agir directement sur le composé antibiotique, en le modifiant
chimiquement. Afin d’illustrer ce mécanisme de résistance majeur, les exemples des B-lactamases et
des enzymes modifiant les aminoglycosides seront détaillés. Ces deux types d’enzymes peuvent

hydrolyser ou encombrer le principe actif, empéchant ainsi sa liaison a la cible.

Les [-lactamases

Les B-lactamases sont des enzymes sécrétées par la bactérie et capables d’hydrolyser le cycle -
lactame caractéristique des antibiotiques de la classe des B-lactamines, inactivant ainsi ces derniers.
Ces enzymes sont regroupées en 4 classes (A, B, C et D) selon leur séquence en acides aminés

(classification d’Ambler, Tableau 2).%’
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Tableau 2 : Classification d’Ambler des -lactamases, substrats et exemples représentatifs de chaque classe.*®

Classe d’Ambler

Substrats

Exemples représentatifs

A (sérine-B-lactamases)

Pénicillines

Pénicillines et céphalosporines a
spectre peu étendu

Pénicillines et céphalosporines
Pénicillines

Pénicillines, céphalosporines et
carbapénémes

Pénicillinases des bactéries a
Gram positif
TEM-1, TEM-2, SHV-1

SHV-2, TEM-10, CTX-M, GES-1
TEM-30, SHV-72
KPC, SME, NMC-A, GES-2

B (métallo-B-lactamases)

B-lactamines dont carbapénémes, a
I’exception des monobactams

IMP, VIM, NDM

C (sérine-
céphalosporinases)

Céphalosporines

AmpC, CMY, ACT-1, DHA

D (sérine-oxacillinases)

Pénicillines et cloxacilline,
éventuellement céphalosporines et
carbapénémes

OXA-1/30, OXA-10, OXA-23,
OXA-24/40, OXA-48

Les classes A, C et D rassemblent les B-lactamases de type sérine-protéase (Sérine-p-Lactamases, SBL).

Celles-ci forment une liaison covalente entre le groupement hydroxyle de la sérine du site catalytique

et le carbonyle du cycle B-lactame de I'antibiotique via un intermédiaire tétraédrique (1T1). Cet adduit

avec I'enzyme peut ensuite étre hydrolysé (intermédiaire tétraédrique 2, IT2) pour libérer I'acide

carboxylique d’un coté et I'enzyme régénérée de 'autre (Figure 44).
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Figure 44 : Mécanisme de I’hydrolyse d’une céphalosporine par une sérine B-lactamase (GP : groupement partant).

Les B-lactamases de classe A sont treés répandues et regroupent des enzymes possédant des spectres

de substrat variés : des pénicillinases, des céphalosporinases, des carbapénémases (notamment KPC,

Klebsiella pneumoniae carbapenemase) et des B-lactamases a spectre étendu (BLSE, enzymes capables
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de cliver toutes les B-lactamines exceptés les carbapénemes). On les retrouve a la fois chez les
bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Les B-lactamases de classe C comme les enzymes AmpC
sont qualifiées de sérine-céphalosporinases en raison de leur capacité a hydrolyser préférentiellement
les céphalosporines. Enfin, les B-lactamases de classe D sont capables d’hydrolyser I'oxacilline plus
efficacement que les enzymes de classe A et C, c’est pourquoi elles sont aussi appelées oxacillinases

(OXA) malgré leur large spectre de substrat.

D’autre part, la classe B rassemble les B-lactamases de type métalloprotéase a zinc (Métallo-f3-
Lactamase, MBL). L’hydrolyse du cycle B-lactame passe ici par un intermédiaire anionique stabilisé par

|'atome de zinc présent dans le site catalytique (Figure 45).
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Figure 45 : Mécanisme de I’hydrolyse d’une céphalosporine par une métallo-f-lactamase.

Les B-lactamases de la classe B sont capables d’hydrolyser des pénicillines, des céphalosporines et des
carbapénémes, ce qui fait de ces enzymes des cibles importantes pour lutter contre I'antibiorésistance.
Par exemple, NDM et VIM sont deux métallo-f-lactamases principalement encodées par des plasmides
chez Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii et les entérobactérales. La dissémination de
ces enzymes participe donc largement a I'apparition de pathogénes multirésistants, d’autant qu’il

n’existe actuellement aucun inhibiteur de métallo--lactamase sur le marché.

Au total, plus de 7400 B-lactamases ont été décrites,* ce qui en fait un outil de résistance bactérienne
capital. De plus, il est important de noter que, bien que certaines B-lactamases soient spécifiques d’une
espece bactérienne, leur dissémination inter-espece est possible et renforce leur réle majeur dans

I"antibiorésistance.
Les enzymes modifiant les aminoglycosides (ou AME, aminoglycoside modifying enzymes)

Les enzymes modifiant les aminoglycosides (AME) sont les principales responsables de la résistance

aux aminosides. Ces enzymes sont capables de transférer différents groupements de maniére
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covalente sur les groupements aminos ou hydroxyles des aminosides. Elles sont classées selon leur
activité biochimique en trois groupes :

- AAC: aminoglycoside acétyltransférases acétyl CoA-dépendantes

- ANT : aminoglycoside nucléotidyltransférases ATP-dépendantes

- APH : aminoglycoside phosphotransférases ATP-dépendantes

Le groupement ainsi lié a I'aminoside engendre un encombrement stérique qui va diminuer I'affinité

de I'aminoside pour sa cible, résultant en une augmentation de la CMI.

Ces enzymes sont généralement codées sur des plasmides ou des éléments génétiques mobiles
(intégrons et transposons) ce qui facilite la dissémination de la résistance. Il existe des différences
importantes dans la distribution géographique des AME et dans les espéces bactériennes qui les
expriment. Il est aussi intéressant de noter que ces enzymes n’ont pas toutes la méme spécificité de
substrat. Ainsi, les enzymes de la famille APH(3) sont exprimées par différentes bactéries a Gram positif
et négatif et peuvent altérer la structure de la kanamycine et de la streptomycine, alors que I'enzyme
AAC(6’)-1 est particulierement retrouvée chez les entérobactérales, Pseudomonas et Acinetobacter et

affectent la plupart des aminosides, dont I'amikacine et la gentamicine.

1.4. Pompes d’efflux

Un autre mécanisme de défense chez les bactéries est la (sur)expression de pompes d’efflux, qui vont
prendre en charge I'antibiotique, réduire sa concentration intrabactérienne et ainsi prévenir son

action.

Les pompes d’efflux bactériennes sont des protéines membranaires de transport qui ont un réle
principal de détoxification via I'expulsion des déchets du métabolisme et de xénobiotiques (métaux
lourds, sels biliaires, pesticides, antibiotiques). Ces pompes sont exprimées de maniére physiologique
par les bactéries et ont également un réle dans la communication intercellulaire (quorum sensing),

dans I'export de facteurs de virulence et dans la formation de biofilms.>%>!

Les pompes d’efflux bactériennes sont classées en différentes familles, selon leur mode d’action et
leur structure. On distingue cing classes de pompes d’efflux chez les bactéries : les transporteurs ABC
(ATP-Binding Cassette), les transporteurs MFS (Major Facilitator Superfamily), les transporteurs MATE
(Multidrug And Toxin Extrusion), les transporteurs SMR (Small Multidrug Resistance), et les

transporteurs de la famille RND (Resistance Nodulation cell Division).>
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Des pompes trés différentes peuvent étre responsables d’antibiorésistance. Par exemple, les pompes
Major Facilitator Superfamily de la famille Tet comme Tet(A) permettent de traverser uniquement la
membrane cytoplasmique et peuvent étre présentes chez des bactéries a Gram positif et négatif
(Figure 46). Les différentes pompes Tet sont spécifiques des tétracyclines. Elles sont principalement
retrouvées sur des éléments génétiques mobiles, ce qui font de ces pompes des éléments de résistance

acquise.*®
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Figure 46 : Représentation schématique du fonctionnement d’une pompe Tet, adaptée de Li et al.52

Al'inverse, les pompes de la famille Resistance Nodulation cell Division, comme AcrAB-TolC chez E. coli
ou MexAB-OprM chez P. aeruginosa, ne sont retrouvées que chez les bactéries a Gram négatif. Ces
pompes sont constituées d’un complexe tripartite comportant :

- une pompe d’efflux dans la membrane interne (AcrB ou MexB),

- une porine dans le membrane externe (OMP, Outer Membrane Protein, TolC ou OprM),

- une protéine de fusion membranaire (MFP, Membrane Fusion Protein, AcrA ou MexA).

(==]
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Figure 47 : Représentation schématique du fonctionnement d’'une pompe de la famille RND, adaptée de Li et al.52
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Ces complexes permettent I'efflux a travers les membranes interne et externe des bactéries a Gram
négatif en utilisant la force protomotrice (Figure 47). Ces pompes possedent une large spécificité de
substrat et sont largement impliquées dans la multirésistance des bactéries a8 Gram négatif.>® Les génes
codant pour les pompes de la famille RND sont généralement retrouvés sur le chromosome bactérien,
ce qui en fait plutot des éléments de résistance innée. Cependant, elles peuvent également étre
impliquées dans des phénomenes de résistance acquise. En effet, des mutations aléatoires peuvent
provoquer une surexpression de ces pompes, et ainsi augmenter la capacité de résistance d’une

bactérie.>

1.5. Diminution de la perméabilité membranaire

Enfin, le dernier mécanisme de résistance bactérienne est la diminution de la perméabilité
membranaire en jouant sur les porines. Ce mécanisme est particulierement répandu chez les bactéries
a Gram négatif, pour lesquelles la membrane plasmique externe agit comme une premiere ligne de

défense contre les antibiotiques.

Les antibiotiques hydrophiles (comme les B-lactamines, les tétracyclines et les fluoroquinolones)
pénetrent généralement la membrane externe via ces porines, des canaux permettant le passage de
petites molécules hydrophiles. Cette particularité peut expliquer la résistance innée de Pseudomonas
et Acinetobacter aux -lactamines de par leur plus faible expression de porines, ainsi que I’expression

de porines différentes des autres bactéries a Gram négatif.

Ainsi, la diminution de la perméabilité membranaire peut passer par trois mécanismes différents : un
changement des porines exprimées a la membrane, une diminution de I’expression des porines ou une

déficience de la fonction des porines.

Parmi les porines les mieux caractérisées, OmpF, OmpC et PhoE sont celles fréquemment responsables
de résistance chez E. coli. De la méme maniere, OprD est une porine classiquement surexprimée par

Pseudomonas pour effluer les antibiotiques, notamment les carbapénémes.>

Tous ces mécanismes de résistance (modification ou protection de la cible, inactivation de
I'antibiotique, (sur)expression de pompes d’efflux, diminution de la perméabilité membranaire)
conferent aux bactéries des armes pour se défendre contre les différents composés antibactériens
gu’elles peuvent rencontrer. De tout de temps, les bactéries ont d(i apprendre a vivre en compétition
avec d’autres organismes, notamment certains produisant des molécules antibactériennes, comme

des champignons ou méme d’autres bactéries. C’est la raison pour laquelle elles ont développé ces
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nombreux moyens de résistance. Néanmoins, si les bactéries résistantes ont toujours existé, c’est
I'utilisation massive des antibiotiques qui a sélectionné de nombreuses souches bactériennes et a
accentué le phénomene d’antibiorésistance.

2. La montée des bactéries multirésistantes

La découverte de molécules antibiotiques a permis de traiter plusieurs maladies infectieuses
bactériennes, auparavant mortelles. Ce bénéfice important pour la santé publique explique leur
utilisation intensive et parfois inadaptée : durée de traitement trop courte, dose trop faible, mauvaise
observance, automédication etc. De plus, le succes des antibiotiques ne s’est pas limité a I'utilisation
humaine. Pendant de nombreuses années, ceux-ci ont été utilisés comme « facteurs de croissance »
pour les animaux d’élevage. Ces utilisations abusives des antibiotiques, associées a I'éventuel mauvais
retraitemement a la sortie des usines de production de principes actifs, ont entrainé une

contamination progressive des sols et de I'eau.

L'usage intensif associé au mésusage et a la présence importante d’antibiotiques dans
I’environnement ont, a force, sélectionné des souches bactériennes résistantes. Ce processus est
alarmant puisque les infections bactériennes résistantes ont été associées a presque 5 millions de
morts dans le monde en 2019.% D’ici 2050, les infections bactériennes multirésistantes causeront plus
de 10 millions de morts par an avec un co(t total de 100 milliards de dollars selon le rapport de Jim
O’Neill.>” Face a ce phénomeéne global, il est important de noter que I'évolution de la résistance de
certains germes devient particulierement préoccupante. C'est le cas de Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa et les entérobactérales comme Escherichia coli qui ont été classés comme
« critiques » par I'Organisation Mondiale de la Santé. En effet, la résistance de ces pathogenes aux
céphalosporines de troisieme génération et aux carbapénémes devient de plus en plus fréquente,

limitant grandement les solutions thérapeutiques pour ces infections.>®

De plus, depuis I'age d’or des antibiotiques, peu de nouveaux composés ont été mis sur le marché, ce
qui restreint davantage les possibilités de traitement (Figure 48). Ce phénomeéne s’explique par le
retour sur investissement limité suite a la mise sur le marché d’un nouvel antibiotique, principalement
dd a trois facteurs :
- L’apparition rapide de résistance : dés la mise sur le marché des premiers antibiotiques,
des souches résistantes ont été décrites. Cette sélection de souches résistantes peut
rendre le composé obsoléte prématurément.

- Une durée de traitement la plus courte possible
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- Epargne des nouveaux antibiotiques : afin de prévenir I'apparition de résistance et de

garder des options thérapeutiques, les nouveaux antibiotiques mis sur le marché sont

gardés en réserve.

Antibiotique issu de sources naturelles Macrolides
_ L. Glycopeptides
Antibiotique synthétique T s Phosphanates
Aminosides Ansamycines
Tétracyclines Lincosamides
Phénicolés Streptogramines
Pénicillines Acide fusidique Carbapénémes
Céephalosporines Monobactams Lipopeptides
Salvarsan Sulfamides Quinolones Oxazolidinones
|
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Figure 48 : Frise chronologique indiquant la découverte et la mise sur le marché d’une classe d’antibiotiques, ainsi que
I’apparition concomitante de résistances, adaptée de Hutchings et al.3® SARM : Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline, ERV : entérocoque résistant a la vancomycine, SARV : Staphylococcus aureus résistant a la vancomycine.

Se pose alors la question : comment agir face a 'ampleur et a I’évolution de I’antibiorésistance ?

La premiere alternative est de limiter la sélection de souches résistantes en promouvant un meilleur
usage des antibiotiques, via différentes campagnes de prévention aupres des patients mais aussi des

prescripteurs.

La deuxieme solution est de garder en réserve certains antibiotiques dans le but de conserver des
alternatives thérapeutiques pour les bactéries résistantes aux traitements courants. L'OMS a ainsi
établi une liste d’antibiotiques de réserve a n’utiliser qu’en dernier recours. Cette derniere regroupe
notamment des céphalosporines (associées ou non a un inhibiteur de B-lactamase), un carbapénéme
(en association avec un inhibiteur de B-lactamase), la fosfomycine, deux polymyxines, un aminoside et

un antibiotique plus récent, le linézolide (Tableau 3).
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Tableau 3 : Antibiotiques de réserve selon la liste des médicaments essentiels de I'OMS en 2021.

Dénomination Commune Internationale Famille
Céfidérocol Céphalosporine (C5G)
Ceftazidime en combinaison avec avibactam Céphalosporine (C3G) + inhibiteur de -
lactamase
Méropénem en combinaison avec vaborbactam Carbapénéme + inhibiteur de B-lactamase
Fosfomycine Phosphonate
Colistine Polymyxine
Polymyxine B Polymyxine
Plazomicine Aminoside
Linézolide Oxazolidinone

Enfin, dans ce manuscrit seront discutés la recherche et le développement de nouveaux antibiotiques
mais aussi de composés capables de rendre une bactérie a nouveau sensible a un ou plusieurs

antibiotique(s) donné(s).

Dans un premier temps, les composés antibiotiques mis sur le marché depuis 2015 ou actuellement
en phase clinique, et ciblant les pathogénes critiques pour I'OMS (Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa et les entérobactérales) seront détaillés. Dans un second temps, les
adjuvants aux antibiotiques, des composés capables de potentialiser I'activité d’antibiotiques devenus

inactifs, seront définis.
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IV)  Molécules antibiotiques mises sur le marché aprés 2015 ou
actuellement en phase clinique

Les antibiotiques actifs sur Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et/ou les
entérobactérales récemment autorisés ou actuellement en phase clinique peuvent étre regroupés en
trois catégories. Premierement, les nouveaux antibiotiques faisant partie de classes thérapeutiques
existantes seront abordés. Deuxiemement, les antibiotiques possédant une nouvelle cible ou un
nouveau mode d’action seront listés. Enfin, les molécules repositionnées, c’est-a-dire déja autorisées

en cliniqgue mais pour une autre indication thérapeutique, seront présentées.

1. Nouveaux antibiotiques de classes thérapeutiques existantes
Les antibiotiques actuellement en phase clinique ou récemment mis sur le marché agissent
principalement sur des cibles déja connues et possedent un mécanisme d’action établi. Cette
observation s’explique par la diminution du risque de toxicité ou d’inefficacité par rapport a une

molécule possédant un nouveau mécanisme d’action.
Depuis 2015, plusieurs nouveaux composés capables de cibler Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa et/ou les entérobactérales font partie de cing classes thérapeutiques déja bien étudiées :

les B-lactamines, les polymyxines, les fluoroquinolones, les aminosides et les tétracyclines.

1.1. Nouvelles B-lactamines

Les B-lactamines font partie des antibiotiques les plus prescrits.’’ Ainsi, plusieurs nouveaux
antibiotiques de cette classe sont entrés en développement ou ont été autorisés en clinique depuis
2015. Afin d’améliorer les propriétés de ces nouveaux composés par rapport aux B-lactamines déja
existantes, plusieurs stratégies ont été développées comme le greffage d’'un groupement sidérophore
pour améliorer la perméation ou la conception de molécules moins sensibles a I'action des B-

lactamases.

H,N [\ OH
\W \/\N
N OH
H3C
H3C COOH

Figure 49 : Structure du céfidérocol (le groupement sidérophore est entouré en gris).
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— Le céfidérocol (FETROJA®, Figure 49) est un antibiotique de la classe des céphalosporines développé
par Shionogi & Co., Ltd. Son utilisation a été autorisée par la FDA en 2019 pour les infections urinaires
compliquées®® et en 2020 pour les infections pulmonaires nosocomiales dues a certains pathogénes

(dont Acinetobacter spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae).®?

Le céfidérocol se démarque des autres molécules de la classe des céphalosporines par son activité sur
les bactéries productrices de carbapénémases telles que la carbapénémase de Klebsiella pneumoniae
(KPC) et la New Delhi métallo-B-lactamase (NDM-1).%® Des études ont également démontré une
activité antibactérienne in vitro et in vivo significative du céfidérocol sur des isolats cliniques de
souches d’entérobactérales productrices de carbapénémases, ainsi que sur des souches de

Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.5*%°

Le spectre d’action du céfidérocol s’explique par la présence d’un groupement sidérophore dans sa
structure chimique.® Ce sidérophore, un groupement catéchol, permet de chélater le fer (Fe3*) et est

ainsi reconnu par le systéme de transport du fer de la bactérie. Il confere donc au céfidérocol une

meilleure pénétration a travers la membrane externe des bactéries a Gram négatif.
HeG
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Figure 50 : Structure de GT-1 (le groupement sidérophore est entouré en gris).

— GT-1 (ou LCB10-0200, Figure 50) est une nouvelle céphalosporine développée par LegoChem
Biosciences puis Geom Therapeutics, qui posséde un groupement sidérophore (1,3-dihydroxypyridin-
4-one). Ce composé a montré une activité antibactérienne sur des isolats cliniques de bactéries a Gram
négatif, dont P. aeruginosa, E. coli et A. baumannii.” Un essai clinique de phase | a débuté en Australie

en 2018 mais a d{ étre stoppé prématurément a cause d’un probléme de toxicité.®
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Figure 51 : Structure de LYS228.

— LYS228 (ou BOS228, Figure 51) fait partie de la classe des monobactams et a été développé par
Novartis puis par Boston Pharmaceuticals. Les monobactams sont les seuls antibiotiques de la classe
des B-lactamines a ne pas étre hydrolysés par les métallo-B-lactamases (MBL) mais peuvent étre
dégradés par les B-lactamases de type sérine-protéase (SBL). Le composé LYS228 a été congu pour étre
stable en présence de ces 2 types d’enzymes afin d’élargir son spectre d’activité sur les bactéries
multirésistantes.®® Son efficacité in vivo a été démontrée sur un modéle murin infecté par différentes
souches de K. pneumoniae productrices de carbapénémases (soit KPC qui est une SBL, soit NDM-1 qui
est une MBL).”® Des essais de phase Il pour traiter des infections intra-abdominales compliquées dues
a des bactéries a Gram négatif ont été commencés par Novartis’* puis arrétés par Boston

Pharmaceuticals qui a repris le développement de LYS228.72
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Sulopénem Sulopénem etzadroxil Probénécid

Figure 52 : Structures du sulopénem, de la prodrogue sulopénem etzadroxil et du probénécid.
— Le sulopénem (Figure 52) est un thiopénéme développé par Pfizer dans les années 1990.”% Ce
composé a montré une activité in vitro sur des isolats cliniques d’E. coli multirésistants (dont des
souches productrices de BLSE et d’AmpC).”* Contrairement & I'imipénem, le sulopénem n’est pas
dégradé par la déhydropeptidase-1 rénale. Pour améliorer sa biodisponibilité par voie orale, il peut
8tre administré sous forme de prodrogue (sulopénem etzadroxil).”” Les droits d’utilisation du
sulopénem et de la prodrogue correspondante ont été rachetés par Iterum Therapeutics plc en 2015
qui évalue actuellement son utilisation en combinaison avec le probénécid, un inhibiteur de Ila
sécrétion tubulaire de certaines B-lactamines qui permet d’augmenter la demi-vie du sulopénem.
Cette combinaison thérapeutique est actuellement en phase Ill pour trois indications différentes :
traiter les infections intra-abdominales compliquées en IV,”® les infections urinaires compliquées en

IV,”7 et traiter les infections urinaires non compliquées par voie orale.”
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Figure 53 : Structure du benapénem.

— Le benapénem (Figure 53), un composé développé par Sihuan Pharmaceuticals, fait partie de la
classe des carbapénemes. Des données précliniques non publiées par Sihuan Pharmaceuticals ont
démontré son effet bactéricide et son spectre d’action similaire aux autres carbapénemes sur le
marché. Sa structure chimique proche de I'ertapénem lui confére une longue demi-vie par rapport aux
autres carbapénemes, permettant une seule administration par jour. Un essai de phase | a été
entrepris et a confirmé la sécurité d’utilisation du benapénem. Aucun effet indésirable grave n’a été
signalé et le composé a montré une bonne tolérance générale.”” Le benapénem est actuellement
évalué en phase II/Ill pour traiter les infections urinaires compliquées par administration IV

quotidienne.®
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Figure 54 : Structure du tebipénem et de la prodrogue tebipénem pivoxil.
— Le tebipénem pivoxil (Figure 54) est le premier carbapénéme administrable par voir orale
développé par Meiji Seika Pharma. Son utilisation a été autorisée au Japon en 2009 pour traiter les
infections respiratoires et oropharyngées chez les enfants. Depuis, le tébipénem a montré une activité
contre des entérobactérales productrices de BLSE (dont E. coli et K. pneumoniae).8! Les droits
d’exploitation ont été repris par Spero Therapeutics qui réalise actuellement un essai de phase Ill pour
I'utilisation du sel de brome de tébipénem pivoxil dans le traitement d’infections urinaires compliquées

chez I'adulte.®?

1.2. Nouvelles polymyxines

Les polymyxines, comme les B-lactamines, ciblent I'enveloppe bactérienne. Elles sont capables de

déstabiliser la membrane externe des bactéries a Gram négatif mais présentent généralement
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beaucoup d’effets indésirables systémiques. L'une des stratégies est donc de développer des

composés moins toxiques, comme SPR206 et MRX-8.

Figure 55 : Structure de SPR206.

— SPR206 (Figure 55) est une polymyxine avec un squelette nonapeptidique. Ce composé a été
développé par Spero Therapeutics, dans le but d’améliorer la puissance des polymyxines existantes et
de diminuer leur toxicité par accumulation rénale. En effet, les polymyxines sont une classe
d’antibiotiques a large spectre sur les bactéries a Gram négatif multirésistantes mais présentant de
nombreux effets indésirables, notamment une néphrotoxicité importante. Aprés une étude
approfondie des relations structure-activité et structure-toxicité, le composé SPR206 a été sélectionné
comme candidat clinique. Ce composé a pu étre testé sur un panel de 200 souches cliniques, dont des
souches résistantes aux carbapénémes, a la tigécycline et a la colistine (une autre polymyxine). SPR206
s’est révélé actif sur tous les isolats, exceptés ceux résistants a la colistine. De plus, SPR206 a présenté
des CMI 2 a 4 fois plus faibles que la colistine et la polymyxine B sur les souches d’A. baumannii, P.
aeruginosa et les entérobactérales testées.® Concernant son évaluation in vivo, SPR206 a montré des
résultats prometteurs sur différents modéles murins d’infection avec une souche d’A. baumannii
résistante aux carbapénemes : il a permis une réduction de 4.3 log de la charge bactérienne apres 3
administrations IV de 3.44 mg/kg dans un modeéle d’infection de la cuisse. La néphrotoxicité de SPR206
a ensuite été évaluée dans un modele murin. Le dosage de biomarqueurs de souffrance rénale a
montré une moindre toxicité de SPR206 par rapport a la polymyxine B et aucun changement
histologique n’a été observé sur les reins des souris traitées avec SPR206.%* Enfin, ce candidat
médicament a déja été évalué dans trois essais de phase I, ol aucun signe de néphrotoxicité n’a été

observé a la plus haute dose administrée (100 mg toutes les 8h pendant 14 jours).8%

— MRX-8 est une nouvelle polymyxine développée par MicuRx selon I'approche de « soft drug
design », visant a concevoir des molécules moins toxiques et présentant une fenétre thérapeutique

plus grande. MRX-8 (dont la structure n’a pas été divulguée) possede un ester d’acide gras, qui sera
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clivé rapidement aprés que le composé ait exercé son activité pharmacologique afin de former un
métabolite moins toxique. Ce dernier est beaucoup moins accumulé dans les reins, limitant les effets
indésirables.® MRX-8 a été évalué dans des modeéles murins d’infections de la cuisse et d’infections
pulmonaires par différents pathogénes a Gram négatif. Ce nouveau composé antibiotique a permis
une réduction de plus d’un log de CFU a une dose de 35 mg/kg sur des modeles murins d’infections de
la cuisse par différentes souches de P. aeruginosa et E. coli.® La sécurité d’utilisation de MRX-8 est

actuellement évaluée dans un essai clinique de phase 1.9

1.3. Nouvelles fluoroquinolones

Une autre classe thérapeutique importante dans la lutte contre les infections bactériennes est la classe
des fluoroquinolones. Ces molécules sont amplement prescrites mais les souches résistantes aux
fluoroquinolones sont de plus en plus fréquentes. Les chercheurs sont donc en train de développer

des nouvelles fluoroquinolones moins sensibles aux mécanismes de défense des bactéries.
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Figure 56 : Structures de la zabofloxacine et de la délafloxacine.

— La zabofloxacine (ZABOLANTE®, Figure 56) est une fluoroquinolone possédant un noyau
naphtyridine développée par Dong Wha Pharmaceuticals et dont |'utilisation a été autorisée en 2015
par la Corée du Sud pour traiter les exacerbations bactériennes aiglies de BPCO
(Bronchopneumopathie Chronique Obstructive). Comparée a la ciprofloxacine, elle posséde une plus
grande puissance in vitro et in vivo sur des bactéries a Gram positif, dont des souches normalement
résistantes aux fluoroquinolones. Concernant les bactéries a Gram négatif, la zabofloxacine possede
une activité du méme ordre de grandeur que la ciprofloxacine sur E. coli, mais a montré une puissance
plus faible sur A. baumannii et P. aeruginosa par exemple.? En revanche, cette tendance ne s’applique
par sur Neisseria gonorrhoeae, puisque la zabofloxacine posséde une CMlg huit fois inférieure a celle

de la ciprofloxacine.®®

— La délafloxacine (BAXDELA®, Figure 56) est un composé développé par Melinta Therapeutics dont
I"autorisation a été donnée par la FDA en 2017 pour traiter des infections bactériennes aigles de la

peau et des tissus mous et en 2019 pour traiter les infections bactériennes pulmonaires
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communautaires.’* Ne possédant pas d’atome d’azote basique dans sa structure, la délafloxacine est
non chargée a pH acide, pH correspondant a différents sites d’infection (conduit urinaire, liquide
d’abces, phagolysosomes des cellules infectées). Ainsi, elle pénétre plus facilement dans la bactérie ou
la cellule infectée par rapport aux autres fluoroquinolones.®® La délafloxacine s’est montrée active sur
des entérobactérales comme E. coli et K. pneumoniae en test in vitro®® et sur des isolats cliniques de P.

aeruginosa résistants a la ciprofloxacine.”’
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Figure 57 : Structure de la finafloxacine.

— La finafloxacine (Figure 57) est une fluoroquinolone possédant un groupement cyano en position
8. Une formulation de suspension otique topique de finafloxacine (Xtoro™), développée par Alcon
(une division de Novartis), a été approuvée en 2014 aux Etats-Unis pour le traitement de I'otite externe
aigué causée par des souches sensibles de P. aeruginosa et de Staphylococcus aureus. Son efficacité
est optimale dans un milieu légérement acide (pH entre 5.8 et 6.2). En effet, la CMlqo de la finafloxacine
est divisée par 8 sur des souches sensibles de P. aeruginosa et E. coli par exemple, la ou la
ciprofloxacine voit sa CMly augmenter d’un facteur 2 et 8 respectivement.®® Suite a ces résultats
prometteurs, une formulation orale et une formulation intra-veineuse sont actuellement étudiées par
MerLion Pharmaceuticals dans trois essais de phase Il, pour traiter des infections urinaires

100 ainsi que des infections a Helicobacter pylori.*®* Enfin, il est

compliquées®® et non compliquées,
intéressant de noter que la finafloxacine a également montré une activité prometteuse in vitro sur

différents pathogénes liés au bioterrorisme, comme Yersinia pestis ou Bacillus anthracis.'%?

1.4. Nouveaux aminosides

L'un des principaux mécanismes de résistance contre les aminosides est la production d’enzymes
modifiant les aminosides (AME). Ainsi, le but est désormais de découvrir des aminosides non substrats
de ces enzymes.

OH NH,

H

Figure 58 : Structure de la plazomicine (le cycle déoxystreptamine est entouré en gris).
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— La plazomicine (ZEMDRI®, Figure 58) est un dérivé hémi-synthétique de la sisomicine, un composé
antibiotique naturel synthétisé par Micromonospora inyoensis.'®®> C’est un « néoglycoside », un
antibiotique d’une nouvelle génération d’aminoside. Ce composé a été développé par Achaogen, Inc
dans l'optique de traiter spécifiquement les bactéries a Gram négatif multirésistantes. En effet, sa
structure chimique a été concue dans le but de conserver I'activité antibactérienne des aminosides
classiques, sans étre substrat des AME (Aminoside Modifying Enzymes), responsables d’un des
principaux mécanismes de résistance aux aminosides.’** En effet, la plazomicine s’est montrée active
sur des souches bactériennes productrices d’AME, de BLSE et sur des souches d’entérobactérales
résistantes aux carbapénémes.'® Son utilisation a été autorisée par la FDA en 2018 pour traiter les

infections urinaires compliquées avec options de traitement limitées.1®

1.5. Nouvelles tétracyclines

Les tétracyclines étant l'une des plus vieilles classes d’antibiotiques découvertes, plusieurs
mécanismes de résistance sont apparus et ont pu étre caractérisés. Comme pour les -lactamines, les
fluoroquinolones ou les aminosides, I'objectif est désormais de concevoir des molécules capables de

contourner ces mécanismes propres a la classe des tétracyclines.

Figure 59 : Structure de I'éravacycline.

— L’éravacycline (Figure 59) est une fluorocycline développée par Tetraphase Pharmaceuticals.’’” Ce
nouveau type de tétracycline substitué en C7 par un fluor et en C9 par une chaine amide a pu étre
découvert suite a la mise au point d’une syntheése totale des tétracyclines, qui a permis d’élargir la
diversité des groupements introduits, plus limitée avec une approche par hémisyntheése. La chaine en
C9 comportant une pyrrolidine s’est révélée importante pour la puissance du composé, notamment

sur les souches résistantes aux tétracyclines.08:19

In vitro, elle posséde une CMlg de 0.13 pg/mL sur une souche d’E. coli exprimant des BLSE et les génes
de résistance aux tétracyclines tet(B) et tet(D), soit une puissance similaire a la tigécycline ol a
I'imipénem. Dans un modéle murin de pyélonéphrite par une souche d’E. coli exprimant tet(B),

I’éravacycline en IV a permis une diminution de la charge bactérienne de plus de deux log.1°
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Le rassemblement de deux essais cliniques de phase Ill (IGNITE-1 et IGNITE-4) a montré une non-
infériorité par rapport a l'ertapénem et au méropénem.’%’” Suite a ces essais, |utilisation de
I’éravacycline pour traiter des infections intra-abdominales compliquées a été approuvée en 2018 par

la FDA et 'EMA.

Figure 60 : Structure de TP-6076.

— TP-6076 (Figure 60) est également une fluorocycline synthétique développée par Tetraphase
Pharmaceuticals. Son squelette tétracycline est substitué en C7 par un groupement trifluorométhyle
et en C8 par un noyau pyrrolidine. In vitro, TP-6076 a été testé sur un large panel de bactéries a Gram
négatif et a montré une CMlg de 1 pg/mL en moyenne sur des entérobactérales productrices de
carbapénémases et une CMlg de 0.12 ug/mL en moyenne sur des souches d’A. baumannii résistantes
aux carbapénémes.'! Ces résultats encourageants ont été étayés par un test sur un panel de 323
souches d’A. baumannii résistantes aux carbapénémes, dans lequel TP-6076 a montré des CMlq toutes
inférieures 3 0.5 pg/mL'? Il a également été montré que TP-6076 conserve son activité
antibactérienne sur des souches possédant des genes de résistance aux tétracyclines (tet(A), tet(B),
tet(D) et tet(M)).}° Dans un modéle murin d’infection pulmonaire par une souche d’A. baumannii
résistante aux carbapénémes, une dose de 5 mg/kg de TP-6076 administrée en IV deux fois par jour a
permis de réduire la charge bactérienne de plus de quatre log aprées 48h et s’est révélée plus efficace
que la tigécycline a 50 mg/kg.''® Tetraphase Pharmaceuticals est en train d’évaluer la
pharmacocinétique et la sureté de TP-6076 dans un essai clinique de phase |, dans le but de traiter des

pneumonies causées par A. baumannii.**3
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Figure 61 : Structure de KBP-7072.

— KBP-7072 (Figure 61) est une nouvelle tétracycline, faisant partie plus particulierement de la classe
des aminométhylcyclines, développée par KBP Biosciences. La fonction amine tertiaire en position 9

réalise un pont salin avec un groupement phosphate a proximité (groupement phosphate du
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nucléotide G1053 chez Thermus thermophilus).}** Cette interaction clé pourrait expliquer le large
spectre d’action de KBP-7072 ainsi que son échappement aux mécanismes classiques de résistance aux
tétracyclines.!™ En effet, KBP-7072 a montré une activité trés intéressante sur plusieurs bactéries a
Gram positif et négatif, particulierement sur A. baumannii (isolats cliniques résistants ou non aux
carbapénémes) ol ce composé est quatre fois plus puissant que la tigécycline, avec une CMly de 1
ug/mL.1%17 Ces données ont été étayées par une étude pharmacocinétique/pharmacodynamique
dans un modéle murin d’infection pulmonaire par S. aureus ou S. pneumoniae.*® L’ utilisation de KBP-
7072 a ainsi été évaluée dans trois essais de phase | chez des sujets sains et est en attente d’un essai

de phase |].119-121

Pour conclure, on remarque que de nombreux antibiotiques en développement ou récemment
autorisés font partie de classes thérapeutiques déja existantes. Cependant, une innovation est
nécessaire pour contourner les mécanismes de résistances des bactéries. D’un autre coté, il est
possible de concevoir des antibiotiques possédant un nouveau mécanisme d’action, pour lequel les

pathogénes n’ont pas encore développé de résistance.

2. Antibiotiques possédant une nouvelle cible ou un nouveau mode d’action

Seuls trois composés se liant a de nouvelles cibles ou possédant de nouveaux mécanismes d’action
sont actuellement en développement clinique. Ces trois nouvelles molécules ont été congues avec trois
stratégies différentes :
- Inhiber une protéine essentielle pour le développement de la bactérie et qui ne possede
pas encore d’inhibiteur sur le marché (murépavadine)
- Inhiber des protéines essentielles pour la bactérie, qui possedent des inhibiteurs connus
mais via un nouveau mode de liaison pour éviter les résistances croisées (gépotidacine)
- Bloquer la virulence de la bactérie sans la tuer afin qu’elle puisse étre éradiquée ensuite

par le systéme immunitaire de I’héte (fluorothiazinone).
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Figure 62 : Structure de la murépavadine.

— La murépavadine (Figure 62) est un peptidomimétique cyclique développé par la société Polyphor
et fait partie de la classe des antibiotiques ciblant une protéine de la membrane externe (OMPTA :
Outer Membrane Protein Targeting Antibiotic). Cette molécule a été découverte suite a un criblage de
macrocycles synthétiques mimant des épitopes protéiques (approche PEM : Protein Epitope Mimetic),
plus particulierement des peptides de défense de I’hdte comme la protégrine.’?? La murépavadine se
lie a I'extrémité N-terminale du tonneau B du transporteur LptD (Lipopolysaccharide transport protein
D) chez P. aeruginosa. Ainsi, elle inhibe le transport du LPS vers la surface de la cellule bactérienne, ce
qui perturbe I'intégrité de la membrane externe, conduisant a la mort de la bactérie.'?® L’extrémité N-
terminale du transporteur LpdtD est constituée de 300 résidus chez P. aeruginosa, et de seulement
180 résidus chez E. coli. Cette différence permet a la murépavadine d’étre spécifique du genre
Pseudomonas, et plus particulierement de P. aeruginosa.'?* Deux essais de phase Ill pour traiter des
infections nosocomiales dues a P. aeruginosa ont été entrepris mais ont d(i étre stoppés a cause d’'un
probléme de toxicité rénale lors de I'administration IV.}>> Cependant, Polyphor continue le
développement de la murépavadine par voie inhalée pour traiter les surinfections a P. aeruginosa chez
les patients atteints de mucoviscidose. Des tests in vitro sur des isolats cliniques de P. aeruginosa dans

un modeéle de mucoviscidose ont déja montré des résultats prometteurs.'?®
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Figure 63 : Structure de la gépotidacine.

— La gépotidacine (Figure 63) est un inhibiteur de I’ADN gyrase et de la topoisomérase IV bactériennes
développé par GSK et fait partie de la classe des « nouveaux inhibiteurs de topoisomérase
bactérienne » (NBTI, Novel Bacterial Topoisomerase Inhibitor). De par sa structure, la gépotidacine
possede un mode de liaison distinct des fluoroquinolones. Son noyau triazaacénaphthyléne s’intercale
dans la coupure simple brin de ’ADN et le groupement pyranopyridine se retrouve a l'interface des

deux sous-unités de la topoisomérase (Figure 64).127:128

T

E88' E88
=, S84
D83’ S
4 M75'

)

Figure 64 : Structure co-cristallographique de la gépotidacine (en jaune) avec I’ADN (en vert), et les deux sous-unités GyrA
de I’ADN gyrase de Staphylococcus aureus (en gris et bleu clair).

Ainsi, la gépotidacine posseéde un mécanisme d’action différent des fluoroquinolones, ce qui lui permet
d’exercer son activité bactéricide sur un large spectre de micro-organismes, notamment des germes
résistants aux fluoroquinolones. En effet, la gépotidacine a montré une activité in vitro sur différentes
souches de Staphylococcus aureus et Streptococcus pneumoniae (dont des souches résistantes a la
méticilline et a la lévofloxacine) avec une CMlg de 0.5 pug/mL.12>130 Ce composé posséde également
une puissance intéressante sur des bactéries a Gram négatif comme E. coli avec une CMlqo de 4 pg/mL
sur des souches résistantes a la lévofloxacine. Suite & plusieurs essais de phase | et 1,311 |g
gépotidacine est actuellement évaluée dans trois essais de phase Ill : deux pour le traitement

135,136

d’infections urinaires non compliquées en comparaison avec la nitrofurantoine et un pour le
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traitement de gonorrhée urogénitale non compliquée en comparaison avec la combinaison

ceftriaxone/azithromycine.**’
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Figure 65 : Structure de la fluorothiazinone.

— La fluorothiazinone (CL-55, ftortiazinon, Figure 65) est une petite molécule capable d’inhiber le
systeme de sécrétion bactérienne de type Il (T3SS), développée par le Gamaleya Research Institute of
Epidemiology and Microbiology en Russie. Le T3SS est un systeme bien conservé chez les bactéries a
Gram négatif et qui permet la sécrétion de différents facteurs de virulence. En inhibant le T3SS, la
bactérie est toujours viable mais n’est plus virulente et le systtme immunitaire de I'hote peut
I’éradiquer. Comme ce composé ne provoque pas directement la mort de la bactérie, ce traitement
permettrait d’éviter la sélection de germes résistants. Dans un modéle murin d’infection aiglie a
Salmonella enterica, une dose de 10 mg/kg de fluorothiazinone a permis a toutes les souris traitées de
survivre pendant les 2 mois d’observation, la ou les souris non traitées sont toutes mortes aprés 12
jours.’®® De méme, dans un modéle murin d’infection pulmonaire par différents isolats cliniques de
Pseudomonas aeruginosa, le composé a permis de réduire la mortalité et la charge bactérienne des
souris avec une dose de 50 mg/kg per os administrée deux fois par jour pendant 4 jours.!® Les tests
précliniques ont confirmé I'innocuité, I'absence de toxicité aigiie et chronique, de mutagénicité et
I’absence de toxicité pour la reproduction. Un essai clinique de phase | pour évaluer la sécurité de la

140

fluorothiazinone a été réalisé'* et un essai de phase Il pour le traitement d’infections urinaires

compliquées dues a Pseudomonas aeruginosa est en cours.'*

Pour terminer ce chapitre concernant les antibiotiques actifs sur Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa et/ou les entérobactérales récemment autorisés ou actuellement en phase

clinique, les différents composés repositionnés seront abordés.

3. Molécules repositionnées

Une molécule est dite repositionnée lorsqu’elle est développée pour le traitement d’'une pathologie
mais qu’elle possede déja une autorisation de mise sur le marché pour une autre indication
thérapeutique. L’avantage de la stratégie de repositionnement est de connaitre en amont le profil

toxicologique du composé et les effets indésirables observables a I'échelle d’une population

83



importante. Concernant le traitement d’infections a Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa et/ou aux entérobactérales, deux principes actifs possédant déja une AMM sont étudiés
comme nouveaux antibiotiques: la rifabutine, indiquée dans le traitement de la tuberculose

multirésistante et I'apramycine, un antibiotique utilisé en médecine vétérinaire.

Figure 66 : Structure de la rifabutine.

— BV100 est une nouvelle formulation de la rifabutine (Figure 66) pour une administration intra-
veineuse développée par Bioversys. La rifabutine s’est révélée étre le composé le plus puissant (CMlso
=0.008 pg/mL) sur des isolats XDR d’A. baumannii suite a un criblage en milieu pauvre en nutriments.
Ce dernier permet de mieux reproduire les conditions de croissance d’une bactérie lors d’'une infection
d’un organisme vivant. De maniére intéressante, dans un milieu riche en nutriments, la rifabutine
possede une concentration minimale inhibitrice plus élevée sur A. baumannii (CMlso = 3 pg/mL). Cette
différence est due a la surexpression de fhuk par la bactérie en milieu pauvre, un transporteur de
sidérophore capable de prendre en charge la rifabutine, et ainsi d’augmenter sa concentration intra-
bactérienne. Ces résultats prometteurs sont appuyés par une expérience in vivo sur un modeéle murin
d’infection pulmonaire par une souche CRAB (carbapenem-resistant A. baumannii), ou la rifabutine a
permis une amélioration de la survie des souris infectées.'* Cependant, les formulations orales
disponibles de la rifabutine ne permettent pas d’atteindre les concentrations plasmatiques requises a
cause d’une faible biodisponibilité. Une formulation intra-veineuse a donc été développéel®® et est

actuellement évaluée dans trois essais de phase |.144-146
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Figure 67 : Structure de I'apramycine (le cycle déoxystreptamine est entouré en gris).
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— L’apramycine (Figure 67) est une molécule naturelle produite par Streptoalloteichus tenebrarius,
une bactérie a Gram positif. L'apramycine est une déoxystreptamine monosubstituée qui cible le
ribosome bactérien. Elle fait donc partie de la classe des aminosides, bien que les aminosides
actuellement utilisés en clinique soient des déoxystreptamines disubstituées. Cette différence de
structure permet a I'apramycine d’échapper aux mécanismes de résistance aux aminosides, et ainsi
d’étre active sur des souches bactériennes MDR, voire XDR. De plus, cette différence chimique permet
une baisse de I'ototoxicité, un effet indésirable classique des aminosides.’*’ In vitro, 'apramycine a
démontré un large spectre d’activité sur un panel de 1232 souches bactériennes (incluant des souches
MDR résistantes aux aminosides, ainsi que des entérobactérales et des souches de A. baumannii
produisant des carbapénémases), avec des CMlg comprises entre 4 et 16 pg/mL.}*® Elle s’est
également révélée efficace sur des souches de Klebsiella pneumoniae hypervirulentes et résistantes
aux carbapénémes et aminosides avec une CMlgo de 8 ug/mL.2*° L’apramycine est déja utilisée comme
médicament vétérinaire et son repositionnement comme médicament humain est actuellement

effectué par Juvabis Therapeutics, qui a déja réalisé un essai clinique de phase | en administration V.1

Malgré des premiers résultats prometteurs, des souches de Klebsiella pneumoniae résistantes a
I"apramycine ont déja été décrites : 16% des souches issues d’un panel collecté a New York et au New

Jersey entre 2013 et 2018 sont résistantes a I'lapramycine.’®!

En conclusion, plusieurs antibiotiques actifs sur Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
et/ou les entérobactérales ont été récemment autorisés ou sont actuellement en phase clinique. Dans
le chapitre suivant, une autre solution pour lutter contre les bactéries résistantes ou multirésistantes

sera abordée : la potentialisation d’antibiotiques déja existants a I'aide d’adjuvants.
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V) Adjuvants aux antibiotiques

Des solutions ingénieuses ont été pensées pour limiter I'impact de la résistance aux antibiotiques,
notamment I'administration d’adjuvants qui vont permettre de lever artificiellement la résistance a un
antibiotique, une famille d’antibiotiques voire méme a plusieurs familles d’antibiotiques. Ces
composés ont pour but de bloquer directement un des mécanismes de résistance de la bactérie, mais
seuls, ils ne permettent pas I'éradication du pathogene. Dans ce manuscrit, seront détaillés trois types
d’adjuvants aux antibiotiques :

e lesinhibiteurs de B-lactamases

e |es perméabilisants

e lesinhibiteurs de pompes d’efflux.

1. Lesinhibiteurs de B-lactamases

Suite a l'utilisation massive des B-lactamines, des bactéries résistantes produisant des [-lactamases
ont été mises en évidence (cf chapitre Ill, partie 1.3 sur les B-lactamases). Les B-lactamases sont des
enzymes capables d’hydrolyser le cycle B-lactame de ces antibiotiques. Parmi celles-ci, on distingue les
sérine-B-lactamases (classes A, C et D d’Ambler) et les métallo-B-lactamases (classe B d’Ambler). Les
efforts pour trouver des inhibiteurs de ces enzymes ont commencé au milieu des années 70, peu apres
la premiere description de B-lactamases transférables. Aujourd’hui, plusieurs B-lactamines sont
commercialisées avec un inhibiteur de 3-lactamases, afin de minimiser I'inactivation de I'antibiotique

par la bactérie.

1.1. Les inhibiteurs de B-lactamases déja utilisés en clinique
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Figure 68 : Structures des inhibiteurs de 3-lactamase disponibles en France. Les centres électrophiles sont entourés en gris.
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Huit combinaisons B-lactamine/inhibiteur de B-lactamases sont actuellement disponibles en France

(Figure 68, Tableau 4).

Tableau 4 : Les différentes associations antibiotique-inhibiteur de B-lactamase disponibles en France.>

Nom de la spécialité Inhibiteur de B-lactamase Antibiotique
Augmentin Acide clavulanique Amoxicilline
Timentin Acide clavulanique Ticarcilline
Unacim Sulbactam Ampicilline
Tazocilline Tazobactam Pipéracilline
Zerbaxa Tazobactam Ceftazolane
Zavicefta Avibactam Ceftazidime
Vaborem Vaborbactam Méropénem
Recarbrio Rélébactam Imipénem

L'acide clavulanique est un produit naturel issu de Streptomyces clavuligerus capable d’inhiber la
plupart des B-lactamases de la classe A, dont des BLSE, ainsi que certaines sérine-carbapénémases.
Suite a la découverte de ce premier inhibiteur, des dérivés semi-synthétiques possédant une fonction
sulfone ont été introduits en clinique : le sulbactam et le tazobactam. Ces composés sont caractérisés
par un spectre d’action similaire a I'acide clavulanique, et ont également montré une activité sur les

céphalosporinases de la classe C.12

Ces trois inhibiteurs fonctionnent comme des substrats-suicide pour les B-lactamases : la sérine 70 du
site actif de I'’enzyme va réaliser une attaque nucléophile sur le carbone électrophile du carbonyle du
cycle B-lactame, qui aprées réarrangement pourra donner l'intermédiaire imine en équilibre avec la
forme iminium. Cette derniere pourra ensuite réagir avec la sérine 130 de la B-lactamase, conduisant
a linhibition irréversible de I'enzyme. Ce phénomeéne est en compétition avec I’hydrolyse de

I'intermédiaire imine, qui aboutit a la régénération de I’enzyme active (Figure 69).1>3
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Figure 69 : Mécanisme supposé de I'inhibition des -lactamases de classe A par I'acide clavulanique.*154

Derniérement, une nouvelle classe d’inhibiteurs de P-lactamases a été découverte. Il s’agit
d’inhibiteurs non B-lactames définis par un groupement diazabicyclooctane (DBO) dont la molécule
chef-de-file est I'avibactam. Le cycle a cing sommets des inhibiteurs DBO contient une fonction amide
qui pourra réagir de maniéere covalente avec la sérine des B-lactamases via une réaction d’acylation,
comme pour les précédents inhibiteurs. En revanche, le complexe ainsi formé n’est pas sensible a
I’hydrolyse. Il subira préférentiellement une réaction de désacétylation qui libérera I'enzyme sous sa
forme active ainsi que l'inhibiteur sous forme inchangée : on parle donc d’inhibiteur covalent
réversible (Figure 70). A noter que cette réaction de désacétylation est trés lente concernant les j3-

lactamases de classe D, impliquant plutdt une inhibition irréversible.*
Ainsi, I'avibactam est un inhibiteur puissant des B-lactamases de classe A et C, dont des BLSE et KPC

non inhibées par les autres inhibiteurs sur le marché, mais également de certaines B-lactamases de

classe D.
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Figure 70 : Mécanisme de I'inhibition des B-lactamases par I'avibactam.48

Depuis 2015, deux nouveaux inhibiteurs de B-lactamases ont été approuvés : le vaborbactam et le

rélébactam. lls seront détaillés dans la suite de cette partie.

— Le vaborbactam (Figure 68) a été développé par Rembex Pharmaceuticals puis The Medicines
Company, en combinaison avec le méropénem (VABOREM®).?>® Cette combinaison a été approuvée
en 2017 par la FDA et 'EMA pour traiter les infections urinaires compliquées dues a des bactéries Gram
négatives, les infections intra-abdominales compliquées, les pneumonies nosocomiales, ainsi que les
septicémies et autres infections dues a des bactéries a Gram négatif aérobies avec options de

traitement limitées.**®

Ilinhibe entre-autres les carbapénémases des classes A et C, mais pas celles des
classes B et D. Le vaborbactam est le premier inhibiteur de B-lactamase possédant un ester boronique
cyclique. L’atome de bore, grace a son orbitale vacante, est capable de former une liaison covalente

réversible avec le groupement hydroxyle de la sérine catalytique de certaines B-lactamases.’

— Le rélébactam (Figure 68) est un inhibiteur de 3-lactamase diazabicyclooctane (DBO) développé par
Merck & Co.™ Il est disponible en combinaison avec I'imipénem et la cilastatine, un inhibiteur de la
déhydropeptidase-1 rénale (DHP-1), une enzyme responsable de la dégradation de I'imipénem. Cette
combinaison (RECARBRIO®) a été approuvée en 2019 par la FDA pour traiter les infections urinaires et
les infections intra-abdominales compliquées. Comme I'avibactam, il inhibe les B-lactamases de classe
A et C, dont AmpC et KPC, enzymes responsables de la résistance a I'imipénem. Cependant, le

rélébactam n’inhibe pas les B-lactamases de classe D.**®

Parce que les B-lactamases sont tres nombreuses et diverses, les chercheurs continuent de développer
de nouveaux inhibiteurs de celles-ci, afin de potentialiser un maximum de B-lactamines sur différentes
souches devenues résistantes. Notamment, il n’existe pas encore d’inhibiteur de B-lactamases de
classe B en clinique, alors que ces enzymes sont capables d’hydrolyser la plupart des 3-lactamines,
dont les carbapénémes. Les inhibiteurs de P-lactamases actuellement en développement clinique

seront donc abordés dans la suite de ce chapitre.
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1.2. Les inhibiteurs de B-lactamases en développement clinique

Plusieurs inhibiteurs de B-lactamase sont actuellement en développement clinique. Parmi ceux-ci, on
retrouve trois familles chimiques : les inhibiteurs possédant un noyau péname sulfone (comme le
sulbactam et le tazobactam), les inhibiteurs DBO (comme I'avibactam) et les inhibiteurs dérivés de

I"acide boronique (Figure 71).

Phase | Phase Il Phase Il

ARX-1796 (prodrogue d’avibactam)/ Avibactam/aztréonam

B-lactamine non divulguée
Durlobactam@/sulbactam
Avibactam®/méropénem
Zidébactam®)/céfépime
ETX0282 (prodrogue de

ETX1317@)/céfpodoxime
Nacubactam®@/méropénem

VNRX-7145/céfibuténe

Taniborbactam/céfépime
Enmetazobactam/céfépime

XNW-4107'/imipénem, cilastatine

QPX7728/QPX2014

Figure 71 : Différentes combinaisons IBL/B-lactamine en développement clinique. Les IBL de type DBO sont écrits en bleu
foncé, ceux dérivés de I'acide boronique sont écrits en bleu clair et ceux présentant un noyau péname sulfone en violet. (@
IBL possédant une activité antibactérienne intrinséque, ) IBL déja sur le marché dans une autre combinaison, (© la structure
de I'IBL n’a pas été divulguée.

L'enmetazobactam est actuellement le seul inhibiteur possédant un noyau péname sulfone en
développement. Sa combinaison avec le céfépime a démontré une activité intéressante sur des
entérobactérales produisant des BLSE et s’est révélée plus puissante que la combinaison tazobactam/

pipéracilline.

La supériorité des inhibiteurs possédant un noyau diazabicyclooctane a été confirmée suite a la mise
sur le marché des combinaison avibactam/ceftazidime et rélébactam/imipénem/cilastatine. C’est la
raison pour laquelle on retrouve deux nouvelles combinaisons avec I'avibactam (méropénem et
aztréonam) actuellement en développement clinique, de méme que cing nouveaux inhibiteurs DBO

(ARX-1796, ETX0282, nacubactam, durlobactam et zidébactam).

Plus récemment, une troisieme catégorie d’inhibiteurs de -lactamases a été congue : des inhibiteurs
dérivés de I'acide boronique. Le premier ayant recu une autorisation de mise sur le marché est le
vaborbactam, en combinaison avec le méropénem. D’autres inhibiteurs dérivés de I'acide boronique

sont en développement comme VNRX-7145, QPX7728 et le taniborbactam.
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XNW-4107 est un inhibiteur de B-lactamase développé par Sinovent en association avec I'imipénem et
la cilastatine. Cependant, les activités biologiques ainsi que la structure n’ont pas été divulguées. Ce
composé a déja été évalué dans plusieurs essais de phase | et est actuellement évalué dans des essais

cliniques de phase lIl.

Il est intéressant de noter que certains inhibiteurs de B-lactamases possédent également une activité
antibactérienne propre, on parle alors de f-lactam enhancer (BLE). C'est le cas par exemple du
zidébactam. Ainsi, la combinaison zidébactam/céfépime, actuellement en phase | pour des infections
causées par des bactéries a Gram négatif multirésistantes, a montré une activité sur des clones
produisant des métallo-B-lactamases, non pas par inhibition directe des MBL, mais en ciblant

davantage de PBP différentes.’®

Dans la suite de ce chapitre, les deux pan-inhibiteurs de -lactamases en développement clinique, des

composés ciblant les 4 classes existantes de B-lactamases, seront détaillés.

Pan-inhibiteurs de [-lactamases

H
N :
H,N ‘\O/\g/ B. .
O~ "OH

Taniborbactam QPX7728

Figure 72 : Structures du taniborbactam et de QPX7728 (le site électrophile est entouré en gris).

— Le taniborbactam (VNRX-5133, Figure 72) est développé par le laboratoire Venatorx en
combinaison avec le céfépime, un antibiotique de la classe des céphalosporines. Le taniborbactam est
le premier pan-inhibiteur de B-lactamases a entrer en développement clinique. In vitro, il est capable
d’inhiber des SBL des classes A, C et D (ICso entre 0.4 nM et 420 nM), ainsi que des [-lactamases de
classe B, dont la NDM-1 et la VIM-2 (ICso de 190 nM et 26 nM respectivement).'®® En combinaison avec
le céfépime, il a permis une réduction de 3 log de la charge bactérienne sans recroissance d’isolats
cliniques de K. pneumoniae et P. aeruginosa résistants au céfépime, et exprimant des MBL (NDM et
VIM-2 respectivement).’®? Lors d’une étude clinique de phase | incluant 84 volontaires sains, le
taniborbactam n’a pas provoqué d’effet indésirable grave.'®> La combinaison taniborbactam et
céfépime est actuellement évaluée en phase Il pour traiter des infections urinaires compliquées par

injection intra-veineuse, en comparaison avec le méropénem.!63
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— QPX7728 (Figure 72) est une molécule développée par QPex Biopharma capable d’inhiber les j3-
lactamases des quatre classes d’Ambler. In vitro, QPX7728 est capable d’inhiber des 3-lactamases de
classe A dont des BLSE et des carbapénémases comme KPC, ainsi que des B-lactamases de classe C
comme P99, avec une ICso de I'ordre du nanomolaire. C'est également un puissant inhibiteur des
carbapénémases de classe D, notamment celles exprimées par A. baumannii comme OXA-23, pour
laquelle QPX7728 possede une ICso de 1.2 nM. Enfin, il est capable d’inhiber des métallo-B-lactamases
de classe B, particulierement NDM-1 (ICso de 55 nM) et VIM-1 (ICso de 14 nM).1%* QPX7831 est une
prodrogue ester de QPX7728 développée pour une administration par voie orale.!®® Elle est
actuellement évaluée dans un essai clinique de phase | pour étudier sa sécurité, tolérance et ses

caractéristiques pharmacocinétiques.'6®

Ainsi, les inhibiteurs de B-lactamases sont une classe de composés déja trés utilisée et sont en pleine
expansion avec 12 combinaisons inhibiteur de p-lactamase/B-lactamine actuellement en
développement clinique. Ce sont aujourd’hui les seuls composés capables de contrer I'inactivation

chimique des antibiotiques par les bactéries.

2. Perméabilisants

Un autre type d’adjuvants regroupe les perméabilisants, des composés capables de rendre la

membrane plasmique des bactéries plus perméable afin de faciliter I'entrée des antibiotiques.

Figure 73 : Structure de SPR741.

— SPR741 (Figure 73) est un peptide dérivé de la polymyxine B développé par Spero Therapeutics. Ce
composé, grace a plusieurs charges positives, est capable de désorganiser la membrane externe des
bactéries a Gram négatif, ce qui facilite la pénétration d’antibiotiques dans la bactérie. Ainsi, in vitro,
SPR741 a été capable de diminuer la CMlgy d’un facteur 32 ou plus d’antibiotiques de différentes
familles sur plusieurs souches d’E. coli, de K. pneumoniae et d’A. baumannii, dont la rifampicine, la

mupirocine, "acide fusidique, la retapamuline.®’ De plus, 8 pg/mL de SPR741 permet d’améliorer la
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CMlgo du méropénem d’un facteur 256. De maniére intéressante, SPR741 possede une légere activité
antibactérienne intrinseque avec une CMly de 16 UM sur E. coli. Apres avoir réalisé deux essais de
phase |, dont un en combinaison avec ceftazidime, pipéracilline/tazobactam ou aztréonam, %1% Spero
Therapeutics a stoppé le développement de SPR741 pour se concentrer sur un autre candidat

clinique vu précédemment : SPR206 (cf chapitre IV, partie 1.2 sur les nouvelles polymyxines).1’°

En conclusion, on remarque que la limite entre antibiotique désorganisant la membrane plasmique et
adjuvant perméabilisant est plutot fine, puisque la conception d’un tel adjuvant a en fait permis le
développement d’'un composé possédant une activité antibiotique intrinséque. Une derniéere classe
d’adjuvants permet également d’augmenter la concentration intrabactérienne d’antibiotiques : les

inhibiteurs de pompes d’efflux.

3. Inhibiteurs de pompes d’efflux

Inhiber les pompes d’efflux est une stratégie qui permettrait de lever la résistance aux antibiotiques
substrats de ces pompes, de diminuer la pression de sélection en réduisant les doses d’antibiotique
administrées et qui pourraient également diminuer la pathogénicité de certaines bactéries,
notamment grace a I'implication de ces pompes dans la formation de biofilms. Plusieurs de ces
inhibiteurs ont démontré l'intérét des EPI (Efflux Pump Inhibitors) dans différents tests in vitro mais

aucun d’entre eux n’a encore atteint le stade clinique.

Dans ce manuscrit, seules les petites molécules synthétiques inhibitrices des pompes de la famille RND
(principalement AcrAB-TolC chez les entérobactérales et MexAB-OprM chez Pseudomonas aeruginosa)
seront détaillées. En effet, les pompes d’efflux RND sont largement impliquées dans la multirésistance
aux antibiotiques grace a leur large spécificité de substrat (cf chapitre Ill, partie 1.4 sur les pompes

d’efflux).

NH

N"NH,

Figure 74 : Structure de PABN.

— PABN (Phénylalanine-Arginine-B-Naphtylamide, Figure 74) est un composé peptidomimétique

inhibiteur compétitif des pompes d’efflux chez P. aeruginosa, A. baumannii et chez différentes
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entérobactérales.’”* 73 || est intéressant de noter que ce composé posséde également un effet

perméabilisant des membranes.t’*

Cependant, PABN est uniquement utilisé comme outil pharmacologique pour I'étude des pompes
d’efflux a cause de problémes de toxicité.}”> D’autres composés peptidomimétiques non hémolytiques
et ne présentant pas de cytotoxicité sur différentes souches de cellules humaines sont actuellement

développés par Domalaon et al.'’®

¢ NH

N

Figure 75 : Structure du NMP (1-(1-naphtylméthyl)-pipérazine).
— NMP (1-(1-naphtylméthyl)-pipérazine, Figure 75) est un autre inhibiteur compétitif qui permet de
potentialiser l'activité de plusieurs antibiotiques sur P. aeruginosa, A. baumannii et des
entérobactérales.r’’718 NMP (100 pg/mL) a notamment été capable de booster I'activité de la
|évofloxacine, le linézolide et la rifampicine de plus d’un facteur 4 dans la majorité des 60 isolats
cliniques d’E. coli testés. De maniére intéressante, cet effet boost était plus marqué sur les souches
résistantes aux fluoroquinolones.'® Cependant, le squelette arylpipérazine de NMP pourrait en faire

un agoniste sérotoninergique, ce qui limiterait son utilisation en clinique.

Figure 76 : Structure de D13-9001.

— D13-9001 est un inhibiteur des pompes AcrAB-TolC et MexAB-OprM possédant un noyau
pyridopyrimidine (Figure 76).18? In vitro, une concentration de 2 pg/mL a permis de diminuer d’un
facteur 8 la CMI de la lévofloxacine et de I'aztréonam sur une souche de P. aeruginosa surexprimant
la pompe MexAB-OprM. In vivo, la mortalité de rats dans un modele d’infection aiglie a Pseudomonas

a été diminuée avec la combinaison aztréonam/D13-9001 par rapport a I'aztréonam seul. De plus, cet
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inhibiteur de pompe d’efflux possede une bonne solubilité grace a la présence d’un ammonium

quaternaire, et un profil toxicologique intéressant pour un développement préclinique.!®
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Figure 77 : Structures de différents composés de la série d’inhibiteurs de pompes d’efflux de Microbiotix.
— Les composés de la série MBX sont développés par la société Microbiotix (Figure 77). Ce sont des
inhibiteurs de la pompe AcrAB-TolC,*48 principalement retrouvée chez les entérobactérales comme
E. coli. Ces composés, notamment MBX-4191, n’ont pas d’activité antibactérienne intrinseque (CMI >
100 uM). lls sont capables de booster I'activité de plusieurs antibiotiques différents, comme la
|évofloxacine, la tétracycline et la minocycline. MBX-4191 a aussi été testé sur des souches d’E. coli
exprimant Tet(B) ou Tet(D) (donc résistantes aux tétracyclines) et a pu restaurer l'activité
antibactérienne de la minocycline a une concentration de 1 uM. Suite a ces résultats favorables, ce
composé a été évalué dans un modele murin de septicémie avec une souche de K. pneumoniae
productrice de carbapénémases. La combinaison minocycline/inhibiteur de pompe d’efflux a engendré

une réduction de la mortalité dose-dépendante par rapport a la minocycline seule.'®’
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4-isopentoxy-2-naphthamide 5-methoxy-2-[(2-methoxyphenyl)methyl]

benzolf]isoindole-1,3-dione
Figure 78 : Structures du 4-isopentyloxy-2-naphthamide et d’un dérivé 2,3-naphthalimide.
— Le 4-isopentyloxy-2-naphthamide (Figure 78) est un inhibiteur d’AcrB développé par Wang et al.
Ce composé ne posséde pas d’activité antibactérienne propre, et n’a pas d’effet perméabilisateur de
la membrane interne ou externe des bactéries a Gram négatif. Il inhibe I'efflux du rouge de Nil, un
colorant spécifiquement efflué par AcrB, et peut restaurer ['activité antibactérienne de
I’érythromycine et du chloramphénicol & hauteur d’une souche qui n’exprime pas AcrB.'®8 Suite a

plusieurs programmes de chimie médicinale, d’autres composés plus puissants que le 4-isopentyloxy-
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2-naphthamide ont été mis au jour en ajoutant différents substituants sur la chaine amide ou éther,'®

ou en remplacant le noyau naphthamide par un noyau 5-methoxy-2,3-naphthalimide (Figure 78).1°

| _N
-

Figure 79 : Structure du composé BDM88855.

C

— BDM88855 (Figure 79) est un inhibiteur de la pompe AcrAB-TolC nouvellement décrit.® Il a la
particularité d’étre le seul inhibiteur connu a se lier au domaine transmembranaire de AcrB, lui
conférant un mécanisme d’action allostérique. In vitro, BDM88855 a été capable de booster de plus
d’un facteur 100 |‘activité de I'oxacilline, du linézolide, de la novobiocine et de I'acide fusidique, des
antibiotiques pris en charge par AcrAB-TolC et donc normalement inactifs sur les bactéries a Gram
négatif. De plus, ce composé n’a eu aucune incidence sur l'activité des antibiotiques non substrats

d’AcrAB-TolC testés.

Pour conclure, les inhibiteurs de pompes d’efflux décrits permettent d’augmenter in vitro la
concentration intrabactérienne de plusieurs familles d’antibiotiques et ainsi de potentialiser leur
action. Cependant, aucun d’entre eux n’a encore atteint le stade de candidat préclinique, soit a cause

d’un probleme de toxicité, soit par manque de solubilité ou de puissance.
Les adjuvants sont donc un outil majeur de la lutte contre I'antibiorésistance, grace a leur capacité de

rendre a nouveau actif des antibiotiques contre lesquels les bactéries avaient développé des

mécanismes de résistance.

96



97



Conclusion générale

Comme vu précédemment, nous disposons aujourd’hui d’un large arsenal thérapeutique pour lutter
contre les infections bactériennes. Cependant, celui-ci ne suffit plus face a la montée des bactéries
résistantes et multi-résistantes. En effet, le développement d’antibiotiques s’est tari depuis les années

60, malgré I'apparition de germes de plus en plus agressifs.

Parmi les solutions envisageables pour pallier ce probléeme, ce manuscrit s’est concentré sur le
développement de petites molécules antibiotiques et boosters d’antibiotiques. Il a ainsi été montré
que plusieurs molécules sont récemment arrivées sur le marché. De plus, un grand nombre de
molécules en développement existent, et dont certaines pourraient étre disponibles en clinique dans
les prochaines années. La majorité de ces composés fait partie de classes thérapeutiques déja
existantes (B-lactamines, fluoroquinolones, etc.), mais certains proposent un nouveau mécanisme

d’action, pouvant ainsi limiter le risque de résistance croisée.

Cependant, les petites molécules ne sont pas les seules armes dont nous disposons pour lutter contre
les infections bactériennes. |l existe en effet plusieurs autres stratégies, qui ont déja fait leurs preuves
ou sont encore en développement :
- Vaccins (Haemophilius influenzae type B, pneumocoque)
- Anticorps et ADC (Antibody Drug Conjugate) qui permettent de neutraliser les toxines
(Clostridium botulinum, Bacillus anthracis, C. difficile)
- Modulation du microbiote (par exemple la transplantation fécale)

- Phages et peptides dérivés de phages.

En conclusion, plusieurs nouvelles solutions thérapeutiques pour lutter contre I'antibiorésistance sont
aujourd’hui disponibles ou sont en développement. Mais ces solutions thérapeutiques ne suffisent pas
a elles seules. Elles doivent en effet étre accompagnées de mesures d’hygieéne et de prévention sur
I'utilisation adéquate des antibiotiques, ou les professionnels de santé, dont les pharmaciens, jouent

un réle crucial.
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