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1. Introduction :

1.1. Les antibiotiques :

Les antibiotiques sont une famille de médicaments d’origine naturelle ou synthétique
qui agissent sur la multiplication des bactéries en inhibant des fonctions physiologiques
majeures telle que la synthése de la paroi (B-lactamines, glycopeptides, fosfomycine), la
réplication/transcription de I’ADN (quinolones, rifampicine, sulfamides, triméthoprime), la
synthése protéique (aminosides, tétracyclines, macrolides et apparentés, chloramphénicol,
oxazolidinones) ou encore 1’altération des membranes bactériennes (colistine, daptomycine).

Pour exercer leur action, ils doivent se lier a des cibles moléculaires spécifiques.

Les bactéries peuvent accroitre leur résistance aux antibiotiques par une multitude de
mécanismes dont la nature et 1’efficacité varient suivant les espéces et les antibiotiques

considéreés.

1.2. La résistance aux antibiotiques :

La résistance des bactéries d'intérét médicale aux antibiotiques est une problématique
mondiale depuis des décennies. Pour exemple, la résistance a la pénicilline G chez
Staphylococcus aureus fut décrite pour la premicre fois en 1940, avant méme la
commercialisation de cette derniere (1). Les bactéries les plus inquiétantes sur le plan médical
sont les bactéries regroupées sous I’acronyme ESKAPE (2) que I’on rencontre principalement
en milieu hospitalier. Elles comprennent les entérobactéries comme Klebsiella pneumoniae et
Enterobacter spp. résistantes aux céphalosporines de 3°™ génération, que 1’on retrouve dans
le tube digestif, Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM), Enterococcus
faecium résistant a la vancomycine (ERV), ou encore Pseudomonas aeruginosa qui est
notamment responsable d’infections nosocomiales. Par 1’acquisition de génes de résistance,
ces bactéries sont dites multi-résistantes (MDR) ou extra-résistantes (XDR) et sont les causes
d’infections difficiles a traiter, voire impossible a 1’aide d’antibiotiques conventionnels. Elles

réduisent ainsi les chances de guérison et sont responsables d’une mortalité élevée (3).
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L’émergence croissante de ces résistances a plusieurs explications.

Parmi elles, la surpopulation, 1’augmentation des flux migratoires, 1’augmentation de
I’'usage des antibiotiques en milieu hospitalier et dans le secteur agro-alimentaire, le défaut
d’hygiéne dans certaines zones géographiques du globe, la pression de sélection, ainsi que

I’émergence de nouvelles résistances (4).

Selon le CDC (Centers for Disease Control and prevention), aux Etats-Unis plus de 2
millions de personnes contractent une infection a bactérie MDR chaque année et ces
infections sont responsables de plus de 23 000 déces (5).

L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) considere la résistance aux antibiotiques
comme un probléme majeur de santé publique et craint le développement d’une ere « pré-
antibiotique » (6). Ceci aurait pour conséquence une augmentation du nombre de déces due

aux bactéries MDR (7) (figure 1).

1
total number of deaths Maniaiity rate per 10,000

estimated by 2050

& 7 0

o

Figure I : Nombre de déces estimés attribués a [’antibiorésistance par continents en 2050 (7)
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1.3. La recherche en matiére d’antibiotiques :

1.3.1. Etats des lieux de la recherche :

Le colt de développement d’un antibiotique, associ¢ a son faible retour sur

investissement a provoqué le ralentissement de la recherche sur les antibiotiques (8).

De plus, un nouveau médicament met en moyenne 15 & 20 ans a étre développé et
I’évolution des résistances aux antibiotiques rend imprédictible 1’efficacité d’un antibiotique

en phase de recherche et dissuade davantage les industries pharmaceutiques.

Enfin, le recyclage de vieux antibiotiques (ex. témocilline, colistine) ne va pas non

plus dans le sens du développement de nouveaux antibiotiques (9).

Le nombre de nouveaux antibiotiques mis sur le marché a donc dramatiquement

diminué depuis les années 80 (figure 2).

16
14 -
12
10

Approvals
e

o N A O

1983-  1988-  1993- 1998- 2003-  2008-
1987 1992 1997 2002 2007 2012

Figure 2 : Nouveaux antibiotiques approuvés par la FDA
par période de 5 ans de 1983 a 2012 (10)
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1.3.2. Association d’antibiotiques :

Dans ce contexte de carence en nouveaux antibiotiques disponibles sur le marché et
afin de lutter contre I’émergence de bactéries MDR ou XDR, des alternatives ont été
proposées. Parmi elles, 1’association de différents antibiotiques est une option afin d’apprécier
une synergie d’action (11). Il s’agit d’un phénoméne déja connu depuis plusieurs années et

largement utilisé pour associer, par exemple, un aminoside a une -lactamine (12).

Plusieurs études ont montré que des associations entre des antibiotiques et des
molécules d’origine naturelle issues de plantes apportaient une stratégie dans le traitement des

infections bactériennes de par 1’action synergique de ces molécules en association (13).

1.3.3. Antibiotiques altérant les membranes

bactériennes :

Des cibles intéressantes sont les membranes bactériennes, quelques antibiotiques les
ciblant sont déja sur le marché et possédent un large spectre d’action (ex. daptomycine,
colistine). Les peptides antimicrobiens sont des candidats pour devenir les antibiotiques du

futur et de nombreux travaux de recherche font état de leur efficacité.

Depuis quelques années, deux familles de molécules font 1’objet de recherche dans le
but de caractériser leur action antibiotique. Il s’agit des dipeptides cycliques et des

cyclodextrines (voir ci-apres).

1.4. La membrane cytoplasmique :

La membrane cytoplasmique est une membrane biologique qui délimite le cytoplasme
d’une cellule et la sépare du milieu extérieur. Elle est composée de protéines, de sucres et de
lipides. Les lipides sont composés d’une « téte » hydrophile et d’une « queue » hydrophobe

(figure 3) et s’associent deux par deux pour former une bicouche lipidique (figure 4).



Groupement I
phosphate > o)
Hydrophile ; g

Glycérol

Hydrophobe

Acides gras

Figure 3 : Représentation d'un phospholipide

Figure 4 : Représentation d'une bicouche lipidique
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1.4.1. Différences procaryotes/eucaryotes :

Il existe quelques différences entre la membrane cytoplasmique des cellules
eucaryotes et celle des cellules procaryotes.
Une des différences principales est que les lipides anioniques qui composent la membrane
bactérienne sont exposés a la surface, tandis que chez les cellules eucaryotes les lipides
anioniques sont séquestrés a I’intérieur de la bicouche lipidique. De plus, la membrane
plasmique des cellules eucaryotes est constituée d’un lipide, le cholestérol, absent chez les

cellules procaryotes (14).

1.4.2. Différences Gram positif/Gram négatif :

La composition moléculaire et morphologique de la paroi des bactéries & Gram négatif

(figure 5) est fondamentalement différente de celle des bactéries a Gram positif (figure 6).

Les bactéries a Gram négatif sont entourées par deux membranes : la membrane externe
et la membrane cytoplasmique. La membrane externe agit comme barriere a perméabilité
sélective et protege la cellule des agressions extérieures. Il s’agit également d’'une membrane
composée d’une bicouche lipidique et se compose de phospholipides sur le feuillet intérieur et
de lipopolysaccharide (LPS) sur le feuillet extérieur. Le LPS est une endotoxine qui agit en
activant ’immunité innée de 1’hdte et peut €tre responsable de choc septique en cas
d’infections invasives (15). Il est composé de 3 éléments (figure 7) :

- le lipide A, un lipide chargé négativement qui empéche la pénétration de solutés

polaires.

- une chaine saccharidique, I’antigéne O, qui empéche la pénétration de composées

hydrophobes.

- le core, qui lie les 2 ¢léments. Il est notamment constitué de groupements

phosphorylés chargés négativement et qui donneront une structure cohérente a la

membrane externe en interagissant avec des cations divalents (16).

Les bactéries a Gram positif ne possédent pas de membrane externe mais seulement une

membrane plasmique, entourée par la paroi.
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Un composant majeur de la paroi bactérienne est le peptidoglycane ou muréine. Il s’agit
d’un polysaccharide formant un réseau qui assure a la bactérie sa forme et lui assure une
résistance au milieu extérieur (17). Le peptidoglycane est formé d’unités répétées de N-
acétylglucosamine-acide-N-acétylmuramique. Chaque branche ainsi formée est reliée a une
autre via un pentapeptide, permettant ainsi d’obtenir un réseau de mailles (figure 8).

Chez les bactéries a Gram négatif, le peptidoglycane se situe dans 1’espace
périplasmique et forme une fine couche, entourée des membranes externe et cytoplasmique.
Chez les bactéries a Gram positif, le peptidoglycane forme une couche plus épaisse et
directement attachée a la membrane plasmique. Les acides téichoiques et lipotéichoiques sont
des polymeres qui font le lien entre la membrane plasmique et la paroi des bactéries a Gram

positif. Ils jouent un role dans la forme de la cellule, sa division et sa pathogénicité.

LPS
Ponn
Outer H H
Periplasmic

Membrane ﬁ {
Space ~—— p—

Lipoprotein
Peptidoglycan

Peripheral Membrane
Protein

Tuuouuauuauut

Cytoplasmic
Membrane

nAAEE AAAAAARARAAAAL

Gram- negative

Figure 5 : Représentation de la paroi d'une bactérie a Gram négatif
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Surface Acid Lipoteichoic
Acid
Membrane
Protein

Cytoplasmic
Membrane

Gram- positive

Figure 6 : Représentation de la paroi des bactéries a Gram positif et Gram négatif

O antigen

Outer Core
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Figure 7 : Représentation d’un lipopolysaccharide
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N-Acetylglucosamine
(GlcNACc)

N-Acetylmuramic
acid (Mur2Ac)

(E1—=4)

Site of
cleavage by
lysozyme

Reducing
end

Pentaglycine
cross-link

Figure 8 : Représentation du peptidoglycane (18)

1.5. Molécules a I’étude :

1.5.1. Les dipeptides cycliques et leurs dérivés :

Les cyclodipeptides (ou dipeptides cycliques) sont usuellement appelés 2,5-
dikétopipérazines ou dioxopipérazines et sont le résultat de la condensation de deux acides

aminés (19) (figure 9 ou R1 et R2 représentent les résidus des acides aminés correspondants).

Figure 9 : Structure d’un dipeptide cyclique (20)
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I1 s’agit des plus petits cyclopeptides et sont naturellement produits par de nombreux
organismes vivants comme les plantes, les animaux, les champignons et les bactéries.
La capacité des microorganismes a produire des dikétopipérazines est trés répandue et il a été
montré dans la littérature que 90% des bactéries a Gram négatif en produisaient (21).
Les dikétopipérazines ont ¢galement été isolées chez les bactéries a Gram positif (22), (23),

les champignons (24) et les microorganismes marins (25).

Une des premicres publications faisant état de la formation de dikétopipérazines vient
d’un article de Fischer en 1906 (26). En 1995, Prasad résume dans un article ’activité
biologique des dikétopipérazines (27) et en 2007 Martins reprend 1’activité biologique et la
synthése des dikétopipérazines (28).

De nombreuses activités biologiques des dikétopipérazines sont mentionnées dans la
littérature, comme des activités cytostatiques (29) mais également des activités sur plusieurs
microorganismes : champignons, bactéries, et virus (30) ainsi qu’une activité anti-prions (31).
D’autres activités sont décrites sur les canaux calcium, opioides (32) et GABAergiques (33).
Une étude récente a montré que les dikétopipérazines pouvaient jouer un rdle dans la
signalisation cellulaire avec une action sur le systéeme de quorum sensing des bactéries. (34),

(35).

A partir de 2 especes de Streptomyces, Rhee a identifié le cyclo(L-Leu-L-Pro) comme
ayant une action antibactérienne sur Enterococcus faecalis résistant a la vancomycine (36),
(37). Dans d’autres travaux de recherche, Rhee a aussi montré que la combinaison de cyclo(L-
Leu-L-Pro) et de cyclo(L-Phe-L-Pro) avait une action synergique antibactérienne sur
Escherichia coli, S. aureus et Micrococcus luteus ainsi qu’une action antifongique sur

Candida albicans et Cryptococcus neoformans (38).

1.5.2. Les cyclodextrines et leurs dérivés :

Les cyclodextrines furent isolées pour la premicre fois en 1891, comme produit de

dégradation de I’amidon. Ce sont des oligosaccharides constitués de 6 a 8 unités de dextrose
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(alpha, beta et gamma respectivement) reliées entre elles par des liaisons alpha-1,4

glycosidiques pour former un macrocycle polysaccharidique (39) (Figure 10).
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Figure 10 : Alpha, beta et gamma-cyclodextrines (40)

Elles ont fait I’objet de nombreux travaux de recherche, ce qui a permis d’en faire
I’usage dans différents domaines comme la cosmétique, 1’agro-alimentaire et I’industrie
pharmaceutique.

En effet, elles peuvent interagir avec d’autres molécules afin de former des complexes
d’inclusion (41). Ces complexes possedent plusieurs propriétés physico-chimiques dont la
solubilité et la stabilité en milieu aqueux. Ces propriétés sont déja mis a profit pour plusieurs
spécialités pharmaceutiques, comme c’est le cas pour les formulations de préparation
injectables de voriconazole (complexe formé avec sulfobutyle éther betaCD) ou
d’itraconazole (complexe formé avec de 1’hydroxypropyl-betaCD) (42), (43) ou bien pour
différents composés dans le cadre de la recherche (alphaCD/moringin (44)).

Au-dela de leur capacité a transporter les molécules, que ce soit pour en diminuer la toxicité
ou pour en modifier les propriétés pharmacocinétiques, les cyclodextrines et leur dérivés ont
fait I’objet de plusieurs publications récentes pour des propriétés anti-toxiniques (38) ou bien

antibactériennes (45) par augmentation de la perméabilité de la membrane bactérienne (46).
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1.6. Technique d’évaluation d’une activité antibiotique :

1.6.1. Evaluation de la concentration minimale

inhibitrice :

Le résultat d’un test de sensibilité in vifro a un antibiotique permet de prédire la
réponse au traitement et ainsi d’orienter le choix d’un antibiotique pour le traitement d’une
infection bactérienne (47).

Une fagon de déterminer in vitro I’activité bactériostatique d’un antibiotique sur une
souche bactérienne est d’en déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI). 11 s’agit
de la plus faible concentration d’antibiotique nécessaire pour inhiber la croissance d’une
souche bactérienne in vitro (48). En pratique, il existe deux facons de déterminer la CMI : la
méthode sur milieu gélosé et la méthode en milieu liquide. Selon 1I’European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), la méthode en milieu liquide ou BMD

(broth microdilution) est la technique de référence pour déterminer la CMI d’un antibiotique.

1.6.2. Evaluation des associations d’antibiotiques :

Les effets antibactériens des associations d’antibiotiques sont généralement définis en 4

possibilités d’interactions (49) :

- indifférence : ’activité de I’un des antibiotiques n’est pas affectée par la présence de
’autre.

- addition : Deffet de I’association est ¢gale a la somme des effets de chaque
antibiotique étudié isolément a la méme concentration que dans 1’association.

- synergie : ’effet est significativement supérieur a la somme des effets de chaque
antibiotique étudié isolément a la méme concentration.

- antagonisme : 1’association diminue I’activité de I’'un ou I’autre des antibiotiques. Son
activit¢ est inférieure a la somme des effets de chaque antibiotique pris
indépendamment.

La technique principalement utilisée pour déterminer une action synergique de 2

antibiotiques est la technique de I’échiquier ou checkerboard assay. Elle permet de quantifier
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I’interaction des deux antibiotiques A et B en réalisant I’association d’une gamme de

concentration A et B.

La valeur de I’association est quantifiée par 1’index FIC (fraction de concentration

inhibitrice) :

CMI de A avecB n CMIde A avecB
CMI de A seul CMI de B seul

FIC = FICA+FICB =

La synergie est habituellement définie par un index FIC < ou égal a 0,75,
I’antagonisme a un index FIC > 2 et I’indifférence pour toutes les valeurs de FIC comprises

entre 1 et 2.

1.7. Objectif de I’étude :

L’objectif principal de ce travail a été de rechercher une action antibactérienne
potentielle de différents dérivés des cyclodextrines et de dipeptides cycliques, ainsi qu’une

éventuelle action synergique avec certains antibiotiques.
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2. Matériels & Méthodes :

2.1. Bactéries étudiées :

Huit souches de bactéries d’intérét médical ont été utilisées pour ce travail. Elles
provenaient de collections ATCC (American type culture collection) ou NCTC (National
collection of type cultures) et présentaient un phénotype sauvage ou des mécanismes de
résistance acquise (entre parenthese) :

= FE coli ATCC 25922 (phénotype sauvage)

= F. coli ATCC 35218 (production d’une pénicillinase TEM-1)

= P. aeruginosa ATCC 27853 (phénotype sauvage)

= S aureus ATCC 29213 (production d’une pénicillinase BlaZ)

= S aureus NCTC 12493 (SARM mecA+)

= F. faecalis ATCC 29212 (phénotype sauvage)

= K. pneumoniae ATCC 700603 (production d’'une BLSE SHV-18)

= F. faecalis ATCC 51299 (ERV vanB+)

Toutes les souches ont été cultivées sur milieu gélos¢ TSA (bioMérieux) et mises a
incuber a 37°C entre 18 et 24h pour travailler sur des bactéries en phase exponentielle de

croissance.

2.2. Molécules testées :

2.2.1. Cyclodextrines et dérivés :

2.2.1.1. Cyclodextrines :

Les poudres de cyclodextrines et leurs dérivés ont été dissoutes dans de I’eau stérilisée

afin d’obtenir une solution meére de concentration C = 5,12 g/L.
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2.2.1.2. Dérivés des cyclodextrines :

Les dérivés possédaient 14 branches ou 21 branches de polyéthyléneglycol (PEG) de masse
molaire 200 ou 550 g/mol (figures 11 et 12 et tableau 1) fixées aux cyclodextrines. Les
dérivés des cyclodextrines ont été fournis par le Professeur Philippe Guégan (Institut Parisien

de Chimie moléculaire, Sorbonne Université, Paris).

Tableau 1 : Distinction des 4 dérivés des cyclodextrines RX047, RX094, RX099 et RX100

14 branches 21 branches
PEG 200 RX 099 RX 094
PEG 550 RX 100 RX 047

|-L"|:—|:H!~{-|:|—|:H=-|:H=J-3|:||:HE
m 11 12 13

Figure 11 : Représentation des dérivés a 21 branches

H}E—EI—HD—EI—E |:|-5{|§|:|c:|-|E
0 11 12 2 13

Figure 12 : Représentation des deérivés a 14 branches
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2.2.2. Dipeptides cycliques et dérivés :

2.2.2.1. Dipeptides cycliques :

Les dipeptides cycliques utilisés pour ce travail étaient la cyclo (Leucine-Proline) et la

cyclo (Phénylalanine-Proline) (figures 13 et 14).

NH
0

Cyeclo(Leucine-Proline)
Cyclo(LP) 46.5mg
M = 210.28 g/mol

Figure 13 : Représentation de la Cyclo(Leucine-Proline)

NH
(¥]

Cyclo(Phenylalanine-Proline)
Cyclo(FP) 46.3mg
M = 24429 g/mol

Figure 14 : Représentation de la Cyclo(Phénylalanine-Proline)

Les poudres des deux composés ont ét¢ dissoutes dans un mélange eau stérilisée/méthanol
(8%) (VWR BDH Chemicals) de facon a reproduire les mémes conditions que lors du travail

de Rhee. Les solutions meres étaient a une concentration C = 5,12 g/L.
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2.2.2.2. Dérivés des dipeptides cycliques :

La fixation d’un radical polyglycidol (figure 15) a permis une meilleure solubilité¢ dans

I’eau (50).
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Figure 15 : Synthese d'un dérivé polyglycidolé a partir d'un dipeptide cyclique
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Les dipeptides cycliques polyglycidolés portent la dénomination VP (figures 16, 17,
18 et 19). Ils ont tous été fournis par le Professeur Philippe Guégan (Institut Parisien de

Chimie moléculaire, Sorbonne Université, Paris).
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Figure 16 : Représentation du VP 12-6D (cyclo(Phe-Pro) — poly(glycidol))
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Figure 17 : Représentation du VP 12-9D (cyclo(Phe-Pro) - poly(glycidol))




32

'./'Iﬂ\ur":“-u

Figure 18 : Représentation du VP 3-32D (cyclo(Leu-Pro) — poly(glycidol))

f\c?"l**r

5. ﬂﬁl

Figure 19 : Représentation du VP 3-35D (cyclo(Leu-Pro) — poly(glycidol))

2.2.3. Antibiotiques :

Les antibiotiques utilisés pour les tests de synergie ont ét¢ dissous dans de 1’eau
stérilisée pour réaliser des solutions meres de concentration C = 5,12 g/L chacun. Ils
provenaient de chez Panpharma (amoxicilline (figure 20), ceftriaxone (figure 21),

gentamicine (figure 22)) et Sandoz (vancomycine (figure 23)).
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Figure 20 : Représentation de l'amoxicilline

Figure 21 : Représentation de la ceftriaxone
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Figure 22 : Représentation de la gentamicine
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NHCHz

Figure 23 : Représentation de la vancomycine

2.3. Technique de détermination des concentrations

minimales inhibitrices utilisée :

Afin d’évaluer I’action antibiotique des molécules testées, la méthode de CMI par

microdilution en milieu liquide (BMD) a ét¢ utilisée (51).
Cette méthode est réalisée sur plaques de 96 micropuits.

L’inoculum bactérien a été réalisé a partir d’une suspension de 0,5 McFarland (McF)
qui correspond a 1,5 x 108 UFC/mL (52), laquelle a été diluée au 1/100°™ pour obtenir une
concentration bactérienne d’environ 1 x 10 UFC/mL. Ensuite, 100 pL étaient distribués dans
chaque puit pour un volume final de 200 pL (cf. infra), soit une concentration bactérienne de

5 x 10° UFC/mL par puit.

Pour déterminer les CMI, les solutions méres des molécules testées étaient a une

concentration de 5,12 g/L. Une gamme de concentration de raison géométrique 2, allant de
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512 mg/L a 0,5 mg/L, était ensuite réalisée a partir de ces solutions meres. Enfin, 100 uL
¢taient distribués dans chaque puit, diluant ainsi les concentrations au Y2, soit une gamme de

256 mg/L a 0,25 mg/L (tableau 2).

Tableau 2 : plan de plaque CMI en milieu liquide

256 | 128 |64 32 16 8 4 2 1 05 10,25 |T-

bactérie 1

bactérie 2

bactérie 3

bactérie 4

bactérie 5

bactérie 6

bactérie 7 | T+

bactérie 8 | T+

T+ : témoin positif. Cupule contenant uniquement 1’inoculum bactérien.

T- : témoin négatif. Cupule ne contenant pas d’inoculum bactérien

Le résultat était lu visuellement et la valeur de CMI correspondait a la plus petite

concentration pour laquelle il n’y avait pas eu de croissance bactérienne.

L’interprétation des CMI en catégories cliniques (sensible, intermédiaire, résistant) est

habituellement effectué selon les recommandations 2019 du CA-SFM/EUCAST.
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2.4. Technique de détermination d’une synergie ou d’un

antagonisme :

Afin d’observer une action synergique ou antagoniste avec des antibiotiques
commercialisés, la technique dite de 1’échiquier (checkerboard assay) a été utilisée. Les
volumes des solutions des molécules a tester étaient de 50 pL chacun et 100 pL d’inoculum
bactérien étaient distribués dans chaque puit pour un volume final de 200 pL. Les
concentrations des solutions distribuées étaient 4 fois plus importantes afin de prendre en

compte la dilution finale par 4 dans chaque cupule (tableau 3).

La valeur de I’association est quantifiée par 1’index FIC :

CMI de A avec B n CMIde A avecB

= + =
FIC = FICA+FICB CMI de A seul CMI de B seul

Tableau 3 : plan de plaque "checkerboard assay"

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

128/32 [ 64/32 | 32/32 | 16/32 | 8/32 |4/32 |2/32 |[1/32 |0.5/32 |0.25/32 | T+ |T-

128/16 | 64/16 |32/16 | 16/16 | 8/16 |4/16 | 2/16 | 1/16 | 0.5/16 | 0.25/16

128/8 | 64/8 32/8 | 16/8 |[8/8 |4/8 |2/8 18 10.5/8 |0.25/8

128/4 | 64/4 32/4 |16/4 |8/4 |4/4 2/4 14 [0.5/4 |0.25/4

128/2 | 64/2 32/2 | 16/2 [8/2 |4/2 2/2 12 10.5/2 |0.25/2

128/1 64/1 3211 16/1 8/1 41 211 1M 0.5/1 ]10.25/1

128/0.5 [ 64/0.5 | 32/0. |16/0.5|8/0.5 | 4/0.5 | 2/0.5 | 1/0.5 | 0.5/0. | 0.25/0.5
5 5

128/0 [ 64/0 32/0 | 16/0 |8/0 |4/0 2/0 1/0 [0.5/0 |[0.25/0

Molécule A (mg/L)
Molécule B (mg/L)
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3. Résultats :

Les CMI obtenues avec les cyclodextrines alpha-CD et beta-CD seules et en
association sont supérieures a 256 mg/L (tableau 4). De plus, Une modification des

cyclodextrines par fixation de radicaux de PEG n’a pas montré davantage d’efficacité.

Les CMI obtenues avec les dipeptides cycliques cyclo-FP et cyclo-LP seuls et en
association sont supérieures a 256 mg/L (tableau 5). La fixation de polyglycidol a ces
molécules a montré une meilleure solubilisation en milieu aqueux mais n’a pas non plus

montré d’activité antibactérienne.

La recherche d’une synergie d’action entre les cyclodextrines, les dipeptides cycliques
et les antibiotiques ne s’est pas montrée concluante. Les résultats obtenus donnent un FIC
entre 1 et 2, ce qui correspond a une indifférence entre les molécules associées. L.’association
de vancomycine avec les dipeptides cycliques polyglycidolés donne un FIC de 4 chez S.
aureus, ce qui correspond a une action antagoniste. Un FIC de 0,5 est retrouvé chez K.

pneumoniae pour les associations ceftriaxone et RX100, cyclo-LP et cyclo-FP (tableau 6).
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Tableau 6 : FIC des associations avec antibiotiques
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4. Discussion :

Les résultats obtenus ne sont pas en faveur d’une activité antibactérienne des
différentes molécules testées puisque les valeurs de CMI sont supérieures a 256 mg/L pour
chacune des molécules testées.

De plus, il n’a pas ét¢ mis en évidence d’action synergique entre la majorité des
dérivés des cyclodextrines et des dipeptides cycliques avec les antibiotiques testés. Certains
résultats de FIC sont en faveur d’un antagonisme (vancomycine et dipeptides cycliques
polyglycidolés chez S. aureus) ou d’une action synergique (K. pneumoniae et les composés
RXT100, cyclo-FP et cyclo-LP). Cependant, ces analyses n’ayant pas été réalisées en duplicate

ou triplicate, il apparait difficile d’y trouver une interprétation.

La nécessité de voir apparaitre de nouveaux antibiotiques sur le marché a entrainé la
communauté scientifique a étudier D’action antibiotique de différentes molécules. Deux
hypothéses sont alors envisagées. La premicre est une interaction directe des cyclodextrines et
dipeptides cycliques avec la membrane plasmique entrainant une altération de cette dernicre
et la mort de la bactérie. Dans la 2"% hypothése, les cyclodextrines et les dipeptides cycliques
n’ont pas d’action antibiotique directe mais agissent en synergie avec des antibiotiques déja

commercialisés. C’est ce que ce travail a tenté de démontrer.

4.1. Les dipeptides cycliques et leurs dérivés :

Dans sa publication de 2004 (38), Rhee mettait en évidence une action antibiotique de
2 dipeptides cycliques : la cyclo-FP et la cyclo-LP, ainsi qu’une action synergique
antibactérienne de ces deux molécules. De nombreux travaux de recherche sur I’activité
biologique des dipeptides cycliques et de leurs dérivés faisaient état de leur action antibiotique

sur différentes bactéries (tableau annexe 1).

Les dipeptides cycliques n’existent pas sous forme de zwitterions et sont souvent de
charge neutre. Cependant, ils auraient la capacité de former des ponts hydrogéne avec le
solvant dans lequel ils se trouvent (via les 2 groupements amide du cycle), ainsi que

d’interagir dans un milieu hydrophobe (via les 2 radicaux aminés) (53). Néanmoins, ces
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composés présentent une faible solubilité dans 1’eau, ce qui nécessite 1’usage d’autre solvant
pour leur solubilisation (le méthanol par exemple dans I’étude de Rhee) ou bien la fixation de

radicaux de PEG ou de polyglycidol qui augmente 1’hydrosolubilité (50).

Le mécanisme d’action de ces dipeptides cycliques et de leur dérivés n’est cependant
pas bien compris et leur activité antibactérienne est comparée a celle des peptides
antimicrobiens (54). Ces molécules vont cibler différentes cibles présente sur la membrane
plasmique de la bactérie et entrainer une altération de cette derniere, provoquant alors la mort
de la bactérie consécutivement a la fuite de ces composants (55). Ces peptides antimicrobiens
sont classiquement composés de 12 a 100 acides aminés et sont produits naturellement par un

grand nombre d’organismes vivants (56) (57).

Plusieurs caractéristiques physico-chimiques sont requises pour que ces peptides
antimicrobiens aient une action antibiotique. Ils possédent une charge globale positive, ce qui
leur permet d’interagir avec les lipides anioniques de la membrane comme le lipide A du LPS
(comme c’est le cas pour les polymyxines et la gramicidine S (58)) pour les bactéries a Gram
négatif ou bien I’acide lipotéichoique pour les bactéries a Gram positif. De plus, ils sont
amphiphiles et ont donc une partie hydrophobe qui leur permet de s’insérer dans la membrane

plasmique (47).

Le comportement des peptides antimicrobiens une fois li¢ a la membrane fait 1’objet
de débat. Il est cependant proposé plusieurs hypothéses (figure 24) (60) :
- Formation d’un canal a travers la membrane (suite a une oligomérisation des peptides)
- Dissolution de la membrane

- Passage au travers de la membrane afin d’atteindre une autre cible

D’aprés Oren (61) a faible concentration les peptides sont inactifs sur la croissance
bactérienne mais le deviennent dés lors qu’une certaine concentration est atteinte. Cela

suggere que la forme active est un oligomere.

La discrimination entre cellules eucaryotes et procaryotes est probablement due a la
composition en lipides de la membrane (fluidité, densit¢é de charges négatives,

absence/présence de cholestérol) (14).
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Figure 24 : hypotheses de mécanisme d'action de peptides antimicrobiens

4.2. Les cyclodextrines et leurs dérivés :

Le choix d’utiliser des dérivés des cyclodextrines pour ce travail s’inspire du travail de
Yamamura (62). Dans cette étude, Yamamura explique que les cyclodextrines possedent
plusieurs propriétés qui leur permettent de se comporter comme des peptides antimicrobiens

sur la membrane plasmique. Ils possédent en effet une structure cyclique rigide due aux
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liaisons hydrogenes liant les différents résidus (figure 25), ce qui leur permettrait de s’insérer
plus facilement dans la membrane car chez les analogues peptidiques, la fixation d’acides
aminés a la membrane entraine souvent un changement de conformation du peptide et donc
une diminution de D’activité antibactérienne. Yamamura a montré que la présence de

groupements aminés serait responsable de la destruction de la membrane plasmique.

TN h}"dl-tlgEI'l I:H:lrld

Figure 25 : Représentation de ponts hydrogene d'une molécule de cyclodextrine.

De plus, les propriétés de perméabilisation des cyclodextrines dépendent des radicaux
substituants. Les dérivés avec un excés d’hydrophobicité n’entraineraient pas d’altération de
la membrane et, a I’inverse, ceux avec une faible hydrophobicité seraient toxiques pour la

membrane cellulaire des procaryotes mais aussi des eucaryotes.

Dans une autre étude (46) Yamamura s’inspire de la colistine comme mode¢le pour la
syntheése de molécules dérivées des cyclodextrines puisque la colistine a une partie cationique
qui interagit avec les groupements phosphates anioniques de la membrane plasmique et une

partie hydrophobe qui interagit avec les acides gras de la membrane.

I1 évalue alors I’augmentation de la perméabilité membranaire par la concentration en
K+ dans le milieu, témoin de I’efflux de K+ hors de la bactérie. Il s’aveére que I’efflux de K+

était plus faible chez E. coli, une bactérie a Gram négatif, que chez S. aureus, une bactérie a
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Gram positif. Cela peut s’expliquer par le fait que les cyclodextrines sont trop volumineuses
et n’atteignent pas la membrane cytoplasmique des bactéries a Gram négatif. Les
cyclodextrines permettraient cependant d’altérer la membrane externe des bactéries a Gram
négatif puisqu’une autre étude a montré que 1’action de 1’érythromycine seule n’empéche pas
la croissance d’E. coli mais que 1’ajout d’une cyclodextrine entrainait une inhibition de la
croissance bactérienne. Il y aurait donc bien une action sur la membrane externe, permettant

ainsi a I’érythromycine d’atteindre sa cible, la sous-unité 50S du ribosome bactérien, présent

dans le cytoplasme de la bactérie.

Plusieurs hypotheses sont formulées quant a 1’insertion des cyclodextrines et de leurs
dérivés dans la membrane. Selon certains auteurs, les cyclodextrines reconnaitraient des
récepteurs a la surface de la membrane bactérienne, comme des lectines, et s’y lieraient (63).
Dans son travail (64) Badi tente de reproduire le comportement des cyclodextrines sur une
membrane plasmique in vitro. L’étude de ce comportement par électrophysiologie permet de
démontrer que ces cyclodextrines sont bien responsables de formation de pores dans la
membrane plasmique et I’hypothése formulée est celle de 1’assemblage de ces molécules en
demi-canaux (figure 26) (65). Cependant, 1’épaisseur de la membrane plasmique externe
d’une bactérie a Gram négatif est d’environ 2,5-3 nm (66) et dans une étude similaire (67)
Eskandani et al. démontrent que les cyclodextrines peuvent créer un canal a travers une
bicouche lipidique de Snm d’épaisseur. Il existe donc des différences entre 1’épaisseur de la
membrane externe des bactéries a Gram négatif et les membranes utilisées pour les

expérimentations in vitro, ce qui ameéne a la prudence pour I’interprétation.
9
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Figure 26 : Schéma d'insertion de molécules de cyclodextrine dans une bicouche lipidique.

Pour finir, les dérivés des cyclodextrines pourraient étre trop gros par rapport a la

réticulation du peptidoglycane pour diffuser jusqu’a la membrane plasmique. Le rayon des



46

mailles du peptidoglycane serait de 2,06 nm et laisserait alors passer des protéines d’une
masse inférieure a 24 kDa mais pourrait laisser passer des protéines d’une masse de 100 kDa
en cas de relachement (68). Pour autant, le volume hydrodynamique des cyclodextrines n’est
pas connu et pourrait trés bien €tre trop important pour en permettre le passage dans un milieu

aqueux.

4.3. Role de ’opérateur :

Au regard de ces résultats, plusieurs explications peuvent justifier une différence par
rapport aux autres publications. Il convient dans un premier temps d’éliminer toutes causes
opérateur-dépendant. C’est pourquoi la technique a été effectuée dans un premier temps avec
des antibiotiques commercialisés et des souches ATCC dont les valeurs des CMI figurent
dans le CA-SFM, ceci afin de s’assurer de sa bonne réalisation. Les calculs de dilution ont été
vérifiés afin de s’assurer de 1’absence d’une erreur de dilution. Les inocula bactériens ont été
réalisés selon la méthode de référence de BMD et a partir de bactéries en phase exponentielle
de croissance. Cette phase exponentielle de croissance est trés importante puisqu’un
antibiotique est actif lors de la duplication bactérienne et donc inactif en phase stationnaire
par définition. De plus, la phase de déclin donne un taux de croissance bactérienne négatif et
donc, apporte un biais a cette étude.

Une contamination des puits par une autre espece bactérienne a été envisagée. En
effet, les solutions de dipeptides cycliques et de cyclodextrines ont été réalisées a partir d’eau
stérilisée et sous PSM (poste de sécurité microbiologique) mais cela n’excluait pas pour
autant une contamination. C’est pourquoi les cupules apres incubation ont été repiquées sur
gélose et les bactéries identifiées afin de s’assurer qu’il s’agissait bien de la méme espece
bactérienne.

L’évaluation des activités synergiques par technique du checkerboard n’ont pas été

réalisées en duplicate et c’est ce point-1a qui pose la limite de ces résultats.

Cependant, plusieurs limites et biais semblent se dessiner dans certaines études. Dans
le cas du travail de Rhee par exemple, I’évaluation des CMI est réalisée sur milieu gélosé et
non par BMD, qui est la technique de référence. De plus, les inocula bactériens sont plus

faibles (10* UFC/puit contre 10> UFC/puit pour la méthode de référence) et il n’est pas
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précisé si les bactéries étaient bien en phase exponentielle de croissance, ce qui peut apporter
un biais supplémentaire si ce n’était pas le cas. Enfin, la teneur en ions divalents (Mg?*, Ca*")
du milieu n’est pas précisée dans cette étude, or il est bien connu que certains antibiotiques
agissant sur la membrane (ex : daptomycine) ont besoin de Ca>" pour pouvoir fonctionner et
que leur action antibiotique ne peut s’apprécier in vitro qu’en présence d’une certaine
concentration en cations divalents. Cela peut ainsi apporter un biais supplémentaire a ce genre

d’étude.
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5. Conclusion :

Lors de cette étude, les différents dérivés des cyclodextrines et de dipeptides cycliques
testés n’ont pas montré d’action antibactérienne, ainsi qu’une action synergique avec d’autres
antibiotiques déja commercialisés. Ces résultats sont en contradiction avec ceux déja publiés
sur le sujet mais il serait nécessaire de reproduire exactement les mémes études afin de

pouvoir les comparer entre elles.
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Annexe 1 : Tableau reprenant les différents dipeptides cycliques et dérivés ayant une action
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action
nom du DPC ou dérivé origine antibactérienne |source
Enterococcus
cyclo(L-Leu-L-Pro) Streptomyces faecalis ERV Rhee
Enterococcus
faecalis ERV,
cyclo(L-Leu-L-Pro) + cyclo(L-Phe- E.coli, S. aureus,
L-Pro) Streptomyces M. luteus Rhee
Aspergillus S. aureus, M.
cyclo(L-Leu-L-Pro) fumigatus luteus Furtadoa
Aspergillus S. aureus, M.
cyclo(L-Phe-L-Pro) fumigatus luteus Furtadoa
Aspergillus S. aureus, M.
cyclo(Gly-L-Pro) fumigatus luteus Furtadoa
Aspergillus S. aureus, M.
cyclo(L-Pro-L-Pro) fumigatus luteus Furtadoa
Aspergillus S. aureus, M.
cyclo(L-Pro-L-Val) fumigatus luteus Furtadoa
Aspergillus S. aureus, M.
cyclo(L-Leu-L-trans-4-OH-Pro) fumigatus luteus Furtadoa
Aspergillus S. aureus, M.
cyclo(L-Phe-L-trans-4-OH-Pro) fumigatus luteus Furtadoa
Micrococcus
luteus,
cyclo(L-Pro-L-Pro) Lucilia sericata P.aeruginosa Huberman
Vibrio vulnificus
cyclo(L-Phe-L-Pro) Psychrobacter (action protective) | Li
cyclo(L-Arg-L-Leu) Streptomyces antibactérienne Smaoui
Penicillium
fellutanum, Acinetobacter
cyclo(D-Trp-L-Trp) Streptomyces baumannii Lee
S. aureus, S.
Aspergillus pyogenes, E.
CJ-17,665 ochraceus faecalis Sugie
Rhodotorula antibactérienne
acide rhodotorulique pilimanae en liant le fer Atkin
Aspergillus Mycobacterium
echinuline amstelodami tuberculosis Allen
Roquefortine C Penicillium Bacillus subtilis Kopp-Holtwiesche
S. aureus meti-R
Salinispora et E. faecalis
Cyclomazarines A et B arenicola ERV Schultz
cyclo(glycyl-L-tyrosyl)-4,4- Micrococcus
dimethylallyl ether Gliocladium luteus Koolen
Actinomyces
albonoursin tumemacerans Bacillus sp. Fukushima
E. coli?
Paenibacillus
albonoursin Nocardiopsis alba | larvae? Yongli
Colletotrichum
bisdethiobis(methylthio)gliotoxin gloeosporioides S. aureus Guimaraes
sirodesmin fungi Gram + Boudart
Bacillus sp,
thia-diketopiperazines Microsphaeropsis | S.aureus, luteus | Funabashi
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bicyclomycin (antibiotique)

Streptomyces
sapporonensis et
aizunensis

Proteus, P.
aeruginosa, M.
luteus

Kamiya et Nishida, Kohn,
Muller, Williams, Park,
Santillan

cyclo(D-Pro-L-Pro)

Bacillus sp

S. epidermidis,
K.pneumoniae, P.
mirabilis, V.
cholerae

Nishanth

cyclo(L-Pro-L-Met)

Bacillus sp

S. epidermidis,
K.pneumoniae, P.
mirabilis, V.
cholerae

Nishanth

cyclo(D-Pro-L-Phe)

Bacillus sp

S. epidermidis,
K.pneumoniae, P.
mirabilis, V.
cholerae

Nishanth

cyclo(L-Pro-L-Phe)

Bacillus sp

S. epidermidis,
K.pneumoniae, P.
mirabilis, V.
cholerae

Nishanth

cyclo(L-Pro-L-Tyr)

Bacillus sp

S. epidermidis,
K.pneumoniae, P.
mirabilis, V.
cholerae

Nishanth

cyclo(L-Pro-D-Tyr)

Bacillus sp

S. epidermidis,
K.pneumoniae, P.
mirabilis, V.
cholerae

Nishanth

cyclo(L-Pro-D-lle)

E. coli GZ-34

Ralstonia
solanacearum

Shishao

cyclo(L-Pro-L-Phe)

E. coli GZ-34

Ralstonia
solanacearum

Shishao

cyclo(L-Phe-L-Pro)

synthetisés in vitro

E. coli, P.
aeruginosa, K.
pneumonia, S.
aureus, B.
subtilis, S.
pneumoniae

Milne

cyclo(L-Tyr-L-Pro)

synthetisés in vitro

E. coli, P.
aeruginosa, K.
pneumonia, S.
aureus, B.
subtilis, S.
pneumoniae

Milne

cyclo(L-Try-L-Pro)

synthetisés in vitro

E. coli, P.
aeruginosa, K.
pneumonia, S.
aureus, B.
subtilis, S.
pneumoniae

Milne

cyclo(L-Try-L-Try)

synthetisés in vitro

E. coli, P.
aeruginosa, K.
pneumonia, S.
aureus, B.
subtilis, S.
pneumoniae

Milne

cyclo(Val-Val)

synthetisés in vitro

Vibrio cholerae
(inhibition
expression géne
de virulence)

Amit

cyclo(L-Trp-L-Pro) ou
brevianamide F

Penicillium
vinaceum

Asiri

cyclo(L-Trp-L-Pro) ou
brevianamide F

Pseudallescheria
sp.

S. aureus

Zhang

brevianamide S

Aspergillus
versicolor

Song
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Pseudallescheria

8,9-dihydroxyfumitremorgin C sp. S. aureus Zhang
Pseudallescheria

fumitremorgin C sp. S. aureus Zhang
Penicillium

Piscarinine A et B piscarium Kozlovsky
Aspergillus

Speramide A ochraceus P. aeruginosa Chang
Aspergillus sp. KJ-

Asperazine 9 Xiao

Cristatumin A Eurotium cristatum | E. coli, S. aureus | Du
Eurotium E. coli, E.

Cristatumin E herbarorium aerogenes Li

3-((1-Hydroxy-3-(2-methylbut-3-

en-2-yl)-2-oxoindilin-3-yl)methyl)-

1-methyl-3,4-

dihydrobenzo(1,4)diazepine-2,5-

dione Aspergillus sp. Vibrio sp. Zhou
Verticillium

cyclo(Phe-Ser) hemipterigenum Isaka

Diatretol Clitocybe diatreta Arnone
Schizophyllum

Diphenylalazine C commune Chunyu

Spirobrocazine C

Penicillium brocae

Meng
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d’une action synergique des composés testés avec des antibiotiques déja commercialisés sur le marché
(amoxicilline, ceftriaxone, vancomycine et gentamicine) a été réalisée par la technique de 1’échiquier ou
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Increasing antibiotic resistance has become a major public health problem and the discovery of new
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