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RESUME

Porphyromonas gingivalis, un microorganisme associé a la parodontite chronique de
I’adulte, s’est avéré capable de croitre en présence de transferrine comme seule source de
fer. Le mécanisme par lequel cette bactérie acquiert le fer de la transferrine n’implique pas
d’activité de liaison de la transferrine, de production de sidérophores et d’activité réductase
du fer ferrique. Par contre, les activités protéolytiques présentes chez P. gingivalis semblent
intervenir dans son acquisition du fer de la transferrine. D’ailleurs, ce microorganisme a
dégradé la transferrine en fragments de faible poids moléculaire, lors d’une incubation avec
la protéine. L’utilisation de souches mutantes, déficientes en activités protéolytiques, et
d’inhibiteurs de protéases a permis de confirmer |'importance des protéases de P. gingivalis
dans I’acquisition du fer de la transferrine. Les mutants déficients en activités Arg- et Lys-
gingipaines ont été incapables de dégrader et d’utiliser la transferrine comme source de fer.
Toutefois, la présence d’un seul type d’activité protéolytique, soit Arg- ou Lys-gingipaine,
est apparue suffisante pour la dégradation et |’ utilisation de la transferrine comme source de
fer. En outre, certains inhibiteurs de protéases ont inhibé la dégradation de la transferrine
par P. gingivalis et la croissance de cette bactérie en présence de transferrine comme source
de fer. La capacité de P. gingivalis a acquérir le fer de la transferrine pourrait représenter un
facteur de virulence important lors des parodontites.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 Maladies parodontales

1.1.1 Définition et classification

L’ensemble des tissus entourant et supportant la dent constitue le parodonte. Il comprend la
gencive, le ligament parodontal, le cément et 1’0s alvéolaire (1, 2, 3, 4). L’espace situé entre
I’émail d’une dent et I’épithélium gingival est appelé le sillon gingivo-dentaire. A 1’état
sain, la profondeur de ce sillon est d’environ 2 & 3 mm. Le fluide créviculaire se définit

comme le liquide d’origine sérique qui prend place 4 I’intérieur du sillon gingival (5).

Les maladies parodontales regroupent I’ensemble des états inflammatoires localisés au
niveau du parodonte et pouvant dans certains cas conduire a la destruction permanente des
tissus de soutien de la dent (6). Les maladies parodontales sont divisées en deux grandes
classes, soient les gingivites et les parodontites (2). Les gingivites représentent un état



inflammatoire réversible qui n’affecte que le parodonte superficiel, c’est-a-dire la gencive.
Elles représentent néanmoins I’affection parodontale la plus répandue dans la population.
Plusieurs signes cliniques peuvent signaler la présence d’une gingivite : un changement de
couleur ou de texture de la gencive, une présence de saignements lors du brossage des
dents, et une sensibilité gingivale. Les parodontites affectent, en plus du parodonte
superficiel, les tissus parodontaux profonds qui sont responsables du support des dents.
Elles se caractérisent par une perte osseuse et la formation d’une poche parodontale. Les
différentes formes de parodontites ont été définies selon I’age des sujets atteints, soient la
parodontite prépubertaire, juvénile, & progression rapide et chronique de I’adulte. De plus,
certaines parodontites sont associées a des maladies systémiques comme le syndrome

d’immunodéficience acquise (6).
1.1.2 Etiologie des maladies parodontales

Au dix-septiéme siécle, van Leeuwenhoek parlait de I'importance « d’animacules vivants »
dans 1étiologie de I’inflammation des gencives (7). Aujourd’hui, il est clair que les

maladies parodontales ont une origine bactérienne.

La composante bactérienne de la plaque dentaire sous-gingivale est considérée comme
I’agent initiateur des maladies parodontales (6, 8). Cette plaque dentaire est constituée entre
autres de bactéries et d’une matrice extracellulaire composée de polysaccharides et de
glycoprotéines. [nitialement, la plaque dentaire est formée en grande partic par des
bactéries 24 Gram-positif, qui peuvent par la suite étre remplacées par des bactéries 4 Gram-
négatif (9). C’est a ce stade que la plaque représente un potentiel destructeur a I’origine des
maladies parodontales. Le sillon gingival sain évolue alors pour former une poche
parodontale dont la profondeur peut atteindre 10 mm. La colonisation bactérienne du sillon
gingival devient de plus en plus importante et complexe avec la progression de la maladie
parodontale. Dans les cas les plus graves, une perte de 1a ou des dents concernées survient

en absence de traitements.



La cavité buccale représente un écosystéme comprenant plus de 300 espéces bactériennes
différentes (10, 11). Ces bactéries constituent une flore commensale qui entretient des
relations stables avec I’héte, sans conséquences pathologiques. Lors de I’apparition d’une
maladie parodontale, il y a déséquilibre de I’écosystéme bactérien initial. Une ou des
populations bactériennes spécifiques deviennent alors prédominantes au site de I'infection.
Plusieurs facteurs peuvent induire un déséquilibre dans la flore buccale entre autre une
diminution des défenses locales de 1’hdte, un affaissement général du systéme immunitaire,
de méme qu’une augmentation d’un apport nutritionnel exogéne favorisant une espéce

pathogéne au sein de I’écosystéme (12).

L’invasion bactérienne au site de I’infection provoque une réponse inflammatoire locale de
la part du systtme immunitaire. Cette inflammation méne 4 [’accumulation de
macrophages, lymphocytes et autres cellules de I’'immunité qui protégent le corps humain
contre linfection. Ces cellules inflammatoires contiennent des enzymes lytiques
normalement vouées a la destruction du matériel phagocyté. Cependant, ces enzymes
peuvent également participer a la destruction des tissus gingivaux s’ils sont larguées par les
cellules de I'immunité lors de I’accomplissement de leurs fonctions ou lorsqu’elles sont
détruites (13, 14).

1.1.3 Bactériologie des maladies parodontales

Les gingivites sont des infections polymicrobiennes, sans bactérie spécifique associée.
L’initiation d’une inflammation gingivale est liée a une augmentation de la masse
bactérienne, principalement des bactéries anaérobies facultatives et strictes & Gram-négatif.
Certains facteurs peuvent modifier la nature et/ou la progression du processus
inflammatoire. Ces facteurs sont la prise de certains médicaments et la présence de troubles
hormonaux ou de maladies systémiques chez le sujet atteint. Toutes les gingivites ne sont
pas obligatoirement suivies de parodontites, mais toutes les parodontites ont été précédées
par une gingivite d’od |’importance de traiter ces infections (6).



Contrairement 4 la gingivite, des espéces bactériennes spécifiques ont pu étre associées aux
différentes formes de parodontites. Ce sont des bactéries anaérobies strictes 4 Gram-négatif
incluant Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus, Prevotella intermedia, Eikenella
corrodens, Campylobacter rectus, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum et
Actinobacillus actinomycetemcomitans. P. gingivalis a été associé a la parodontite
chronique de ['adulte, et A. actinomycetemcomitans 4 la parodontite juvénile localisée (15,
16,17, 18, 19).

1.1.4 Facteurs bactériens de virulence

Les facteurs de virulence des bactéries parodontopathogénes incluent : ceux qui favorisent
la colonisation de I’espace sous-gingival, ceux qui permettent la croissance, ceux qui
permettent de résister au systéme de défense de I’héte et ceux qui participent 4 la lyse
tissulaire (6, 7).

Pour coloniser I’espace sous-gingival, la bactérie pathogéne doit s’attacher aux tissus du
parodonte ou a d’autres microorganismes dans le but de résister & ’action mécanique
produite par I’écoulement du fluide créviculaire et de la salive. Des structures comme les
fimbriae, la capsule et les adhésines participent a cet attachement. Le site colonisé par la
bactérie doit présenter les conditions physico-chimiques (pH, température, potentiel
d’oxydo-réduction) adéquates et les ressources nutritives nécessaires a la croissance
bactérienne. En outre, la bactérie pathogéne doit résister a 1’antagonisme et la compétition
provenant des autres bacténies présentes au méme site (7, 20, 21, 22).

Les bactéries parodontopathogénes disposent de moyens leur permettant de déjouer le
systéme de défense de I'héte. Par exemple, certaines bactéries possédent une capsule
polysaccharidique qui les protége de la phagocytose exercée par les cellules immunitaires
(6). D’autres bactéries, comme P. gingivalis, utilisent leurs enzymes protéolytiques pour
détruire des protéines (facteurs du complément, immunoglobulines) du systéme
immunitaire de 1’hdte (6).



Les bactéries parodontopathogénes peuvent entrainer une destruction tissulaire au site de
I’infection de fagon directe ou indirecte. Directement, ces bactéries libérent des enzymes,
protéases ou protéinases, qui s’attaquent aux protéines constitutives du parodonte
(collagéne, fibronectine, etc.) (6). Indirectement, ces bactéries peuvent induire la libération
d’enzymes lytiques (métalloprotéinases matricielles) chez les cellules de Ihéte (6).

1.2 Porphyromonas gingivalis

1.2.1 Caractéristiques générales

Des changements taxinomiques importants sont survenus dans I’histoire de la classification
des bactéries anaérobies & Gram-négatif ayant la forme de batonnets, spécialement pour le
genre Bacteroides. Celui-ci était divisé en deux, comprenant les espéces produisant des
colonies a coloration noire et celles incapables de produire cette pigmentation (23). En
1990, Shah et coll. (24) ont introduit deux nouveaux genres bactériens, soit Porphyromonas
et Prevorella, ce qui allait démunir le genre Bacteroides de la plupart des ces espéces
pigmentées. Les espéces asaccharolytiques font partie du genre Porphyromonas, alors que
celles capables de fermentation sont regroupées dans le genre Prevotella (25).

Le genre Porphyromonas comprend trois espéces d’origine humaine, Porphyromonas
asaccharolytica, Porphyromonas endodontalis et P. gingivalis (23), de méme que quelques
autres espéces d’origine animale (26, 27). Les cellules types de P. gingivalis consistent en
de petits batonnets non motiles de 0,5 um de diamétre par 1 4 2 um de longueur.
Cependant, les cellules peuvent étre pléiomorphiques et présenter diverses formes allant du
coque au bitonnet. La culture de cette bactérie doit étre effectuée dans un environnement
anaérobie. Lorsque la croissance est effectuée sur un milieu gélosé contenant du sang, les
colonies deviennent noires en fonction du temps, par accumulation de protohéme et de
protoporphyrine au niveau des membranes. La présence d’hémine et de vitamine K est

essentielle pour la croissance de ce microorganisme (28).



1.2.2 Potentiel pathogéne

P. gingivalis posséde des facteurs de virulence lui permettant de coloniser les sites
parodontaux, de neutraliser les défenses de 1’hdte et de détruire les tissus parodontaux. Ces
facteurs incluent notamment 1’adhérence aux surfaces buccales et aux autres bactéries, la

production de facteurs toxiques, ainsi que les capacités protéolytiques (29).

P. gingivalis posséde des adhésines (pili, hémagglutine) qui participent & la colonisation des
sites gingivaux en favorisant ’adhérence aux cellules épithéliales ou a d’autres bactéries
(30). Une fois adhéré au site gingival, P. gingivalis libére des facteurs toxiques (acide
propionique, acide butyrique, ammoniac et certains produits sulfurés) et des protéases de
diverses spécificités qui participent 4 la destruction du parodonte (30). De plus, les
lipopolysaccharides (LPS) présents chez cette bactérie favorisent la destruction des tissus
parodontaux via des mécanismes indirects. Ainsi, le LPS stimule la production de facteurs
de I’hote (interleukine 1, prostaglandine E) considérés comme importants dans le processus
de destruction du parodonte médié par la réponse immunitaire. Enfin, P. gingivalis interfére
avec les mécanismes de défense de I’hdte, principalement en évitant la phagocytose (grace
a la présence d’une capsule) et en détruisant des protéines du systéme immunitaire telles les
immunoglobulines et celles du systéme du complément (16, 30).

P. gingivalis est reconnu comme étant une bactéric hautement protéolytique, d’ailleurs un
grand nombre de protéases ont été purifiées chez ce microorganisme et les génes de
plusieurs d’entre elles ont été isolés (31, 32, 33). Ces protéases sont considérées essentielles
pour sa croissance et sa survie. Elles lui procurent une importante source de nutriments
incluant des courts peptides et des acides aminés. Elles interagissent avec les mécanismes
de défense de I’hdte par exemple en clivant des immunoglobulines et des éléments du
systéme du complément comme le C3 et le CS. Elles participent également a la destruction
des tissus parodontaux de I’hdte en clivant des protéines structurales comme le collagéne et
la fibronectine (34, 35, 36).



1.3 Protéases

1.3.1 Classification des protéases

Les protéases sont des enzymes qui ont la capacité de cliver des liens peptidiques. Elles
sont divisées en deux grandes classes, les exopeptidases et les endopeptidases. Les
exopeptidases clivent les acides aminés a partir de I’extrémité de la chaine polypeptidique,
alors que les endopeptidases clivent des liens peptidiques situés a 1'intérieur de la chaine
polypeptidique (37). Les exopeptidases sont sous-divisées selon le nombre et le type
d’acides aminés clivés et la grandeur de la chaine polypeptidique restante.

Les protéases sont regroupées en quatre types selon leur mécanisme catalytique, soient
sérine, métallo, aspartique et cystéine. Les protéases sont assignées 4 un type particulier en
évaluant leur sensibilité 2 une gamme d’inhibiteurs spécifiques de protéases (37).

1.3.2 Protéases chez P. gingivalis

1.3.2.1 Localisation et type d’activité enzymatique

Plusieurs fractions de P. gingivalis incluant les cellules entiéres, le surnageant de culture, la
membrane externe et les vésicules extracellulaires possédent des activités protéolytiques.
Cependant, la majorité de I’activité protéolytique chez ce microorganisme est associée aux
cellules (29).

La caractérisation de plusieurs protéases purifiées chez P. gingivalis a suggéré la présence
de trois types d’activité enzymatique soit : les activités Arg- et Lys-gingipaines, I’activité
glycyiproplyl protéase et ’activité collagénase (29).



1.3.2.2 Activités Arg-gingipaine et Lys-gingipaine

Les cystéine-protéases de P. gingivalis, également appelées gingipaines, sont responsables
d’environ 85% de son activité protéolytique totale (34). Une activité¢ pseudo-trypsine, qui
consiste en la capacité de cliver différents substrats aprés les acides aminés arginine et
lysine, leur avait été initialement attribuée (29). Cependant, il est maintenant reconnu que
ce sont des cystéine-protéases différentes qui coupent aprés I’acide aminé arginine d’une
part et I’acide aminé lysine d’autre part. Les gingipaines ont alors été réparties en deux
catégories selon leur mode d’action sur les substrats, soit Arg-gingipaine et Lys-gingipaine.
Les produits de deux génes possédent I’activité Arg-gingipaine, alors que l’activité Lys-
gingipaine est le résultat du produit d’un seul géne (36, 38).

A ce jour, plusieurs génes de I’ Arg-gingipaine 1 de différentes souches de P. gingivalis ont
été clonés et séquencés. Ces génes incluent : rgp-/ (P. gingivalis HG66) (33), agp (381)
(39), prpRI1 (W50) (40) et prtH (W83) (41). Quoiqu’il existe quelques différences au
niveau de leur taille et de leur séquence nucléotidique, il a été établi que tous ces génes

représentent le méme géne avec quelques variations entre les souches (38, 42).

La purification des enzymes responsables de l’activité Arg-gingipaine a démontré la
présence de trois formes appelées Argl, ArglA et ArgIB. Argl est un hétérodimére avec une
chaine a et une chaine p liées de fagon non covalente. L’activité protéolytique est associée
a la composante . Les deux composantes ont cependant des poids moléculaires similaires
soient d’environ 50 kilodaltons (kDa) et conséquemment migrent en une seule bande sur un
gel de polyacrylamide. ArglA représente la chaine a libre alors que ArgIB est une
modification post-traductionnelle de la composante a. Cette demiére forme migre en une
bande diffuse entre 70 et 90 kDa (40, 43, 44). Ensemble, Argl, ArglA et ArgliB sont
responsables en grande partie de |’activité Arg-gingipaine.

Selon Curtis et coll. (38), Argl, ArglA et ArgIB seraient les produits du géne 1 de I’Arg-
gingipaine. Par contre, en absence d’expression de ce géne 1, le géne 2 de I'Arg-gingipaine



produirait d’autres formes enzymatiques soient ArglIA et ArglIB. Ces deux nouvelles
formes apparaissent presque identiques a ArgIA et ArgIB en regard de leur activité et de
leur structure, excepté pour deux acides aminés.

La purification de I’enzyme responsable de I’activité Lys-gingipaine a montré une protéase
de 51 kDa constituée d’une chaine polypeptidique (45).

1.3.2.3 Souches mutantes déficientes pour les activités Arg-gingipaine et Lys-
gingipaine

Des mutants spontanés ont été sélectionnés par Chandad et coll. (46) quant & leur absence
d’activité d’hémagglutination. Ces mutants de ia souche ATCC 33277 ont été nommés M1,
M2 et M3. Les activités Arg-gingipaine et d’hémagglutination de ces mutants ont été
évaluées. Les cellules des mutants M1 et M2 ne possédent peu ou pas d’activité Arg-
gingipaine et d’hémagglutination; tandis que les cellules de M3 présentent une activité Arg-
gingipaine similaire 4 celle de 33277 et une activité d’hémagglutination inférieure
d’environ la moitié a celle de la souche parentale. Cette équipe de chercheurs a donc
suggéré l'existence d’une relation entre [’activité Arg-gingipaine et [’activité
d’hémagglutination (46).

Des mutants déficients au niveau de certains génes responsables des activités gingipaines
ont été construits par différentes équipes de chercheurs. Nakayama et coll. (47) ont produit
trois différents mutants de la souche 33277 en utilisant un systéme impliquant un plasmide
suicide pour interrompre des génes précis. Le mutant KDP110 a été interrompu sur le géne
de I’ Arg-gingipaine 1, le mutant KDP111, sur le géne de I’Arg-gingipaine 2 et le mutant
KDP112, sur les génes de I’Arg-gingipaine 1 et 2. L’équipe de Kuramitsu (31, 42) a quant &
elle, construit deux mutants de la souche 381. Le mutant G102 a été interrompu sur le géne
de I’Arg-gingipaine 1 et le mutant MT10, sur le géne de I’Arg-gingipaine 2. Enfin, des
mutants de la souche W50 ont été produits par Curtis et coll. (40, 48) W501 est défectueux
sur le géne de I’ Arg-gingipaine 1 et WSOD?7, sur le géne de I’ Arg-gingipaine 2.
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1.4 Inhibiteurs de protéases
1.4.1 Définition

Les protéases agissent sur leurs substrats en se liant 4 une séquence spécifique d’acides
aminés. Les inhibiteurs de protéases empéchent ainsi la liaison spécifique entre le centre
actif d’une protéase et une séquence en acides aminés présente sur le substrat (37). De ce
fait, I’action des enzymes envers leurs substrats est inhibée partiellement ou totalement. I

existe une variété d’inhibiteurs d’exopeptidases et d’endopeptidases tant réversibles
qu’irréversibles (49).

1.4.2 Origine

Un grand nombre d’inhibiteurs de protéases ont été isolés tant chez les mammiferes, que
chez les plantes et les microorganismes. Au niveau du plasma sanguin, les inhibiteurs sont
des macromolécules impliquées dans le contrdle d’une variété de fonctions cellulaires

comme I’inflammation et la coagulation sanguine (50).

Les microorganismes qui synthétisent des protéases requiérent normalement des inhibiteurs
de protéases afin de se protéger des effets de leurs propres protéases (51). Ainsi, plusieurs
inhibiteurs de protéases ont été mis en évidence dans des surnageants de culture de
différents microorganismes. Ces inhibiteurs sont généralement des peptides possédant un
faible poids moléculaire (< 1000 daltons (Da)), quoique certains peuvent ressembler a ceux
d’origine animale ou végétale, donc d’un poids moléculaire supérieur 4 5000 Da. Des
inhibiteurs de protéases ont été isolés et purifiés, entre autres chez Bacillus subtilis,
Escherichia coli et Erwinia chrysanthemi (52, 53, 54).
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1.4.3 Effet des inhibiteurs de protéases
1.4.3.1 Pathologies humaines

Les protéases et les inhibiteurs de protéases sont considérés comme étant d’importants
facteurs dans la physiopathologie de nombreuses maladies humaines (55). A I’état sain,
Iactivité de plusieurs protéases extraceilulaires est contrlée par la présence d’inhibiteurs
de protéases spécifiques. Une déficience au niveau de ces inhibiteurs naturels entraine
généralement une pathologie. Par exemple, une déficience en a»-antiplasmine est associée a
I’hémorragie, tandis qu’une déficience en a-antiplasmine est associée aux bronchites

chroniques (55).

Les inhibiteurs de protéases constituent de plus en plus des agents potentiels pour la
prévention et le traitement de plusieurs pathologies humaines. Puisque les protéases
reconnaissent et clivent une séquence particuliére en acides aminés, il est parfois possible
d’inhiber les protéases participant a une pathologie précise tout en n’affectant pas I’activité
des autres protéases (37). Les inhibiteurs utilisés chez I’humain doivent cependant étre non
toxiques et stables dans les fluides biologiques (37).

Certains inhibiteurs de protéases constituent actuellement des agents thérapeutiques utilisés
lors de maladies dégénératives. L’a-antitrypsine est administré lors de désordres tels
’emphyséme et la fibrose kystique (55). D’autres inhibiteurs de protéases sont utilisés pour

le traitement du cancer, de [’arthrite et du syndrome d’immunodéficience acquise (55, 56,
57).

1.4.3.2 Croissance microbienne

Certains microorganismes produisent des protéases qui sont essentielles 4 un stade de leur
cycle de vie. L’addition d’inhibiteurs de protéases peut donc affecter la croissance de ces
microorganismes in vitro.
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Une cystéine-protéase, la cruzipaine, est impliquée a tous les stades du cycle vital de
Trypanosoma cruzi, le parasite responsable de la maladie de Chagas (58). Les trois
différents inhibiteurs de cystéine-protéases testés ont pu pénétrer le parasite et inhiber
I’action de la cruzipaine, ce qui a résulté en une diminution de I’infection dans un modele
cellulaire (59).

Les protéases extracellulaires produites par Serratia marcescens et Pseudomonas
aeruginosa apparaissent importantes dans la pathogenése de ces deux espéces bactériennes
(60). La croissance de souches produisant des protéases s’effectue plus rapidement que
celle de souches n’en produisant pas (60). De plus, la croissance de ces deux bactéries est
inhibée en présence d’un inhibiteur plasmatique de protéases, I’ovomacroglobuline du
poulet (60, 61).

Quelques inhibiteurs de protéases ont déja démontré un effet sur la croissance de P.
gingivalis. La bestatine et I'iodoacétamide, un inhibiteur de métallo-protéases et de
cystéine-protéases respectivement, ont produit les plus fortes inhibitions de la croissance de
P. gingivalis (62). D’autres inhibiteurs de protéases, incluant la leupeptine, I’acide p-
chloromercuriphénylsulphonique et le 1-10 phénanthroline, ont également inhibé la
croissance de P. gingivalis (62). Une autre étude a montré qu’un inhibiteur de cystéine-
protéases, la cystatine S produite chez le rat, inhibe la croissance de P. gingivalis (63).

LS Fer

1.5.1 Importance du fer dans le métabolisme

Le fer est le métal de transition le plus abondamment retrouvé chez les organismes vivants
(64). Drailleurs, il est un élément essentiel a la croissance de la majorité des cellules
microbiennes procaryotes ou eucaryotes, c’est-a-dire chez les bactéries, protozoaires et
champignons (65). La seule exception concerne les bactéries lactiques, qui remplace le fer
par du cobalt ou du manganése (64, 66).
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Une concentration en fer de 0,4 4 4 uM est nécessaire pour plusieurs activités biologiques
des cellules bactériennes (67, 68). Il agit comme cofacteur pour différentes enzymes,
incluant : la ribonucléotide réductase (69), 'ARN polymérase II (70, 71), quelques
hydroxylases et dioxygénases (72, 73) et certaines enzymes impliquées dans le
métabolisme de 1’oxygéne (74). De plus, le fer est essentiel pour I’action de cytochromes,
hydrogénases, ferridoxines et succinate déshydrogénases impliqués dans la chaine de
transport des électrons (75, 76). En plus d’étre essentiel a la multiplication bactérienne, le
fer régule la synthése de plusieurs toxines bactériennes (77). La quantité de toxines
produites, par exemple, par Corynebacterium diphteria, Clostridium tetani, P. aeruginosa
et Vibrio cholerae, devient maximale lorsque la quantité de fer disponible pour la
croissance bactérienne est suffisante, mais non excessive (78, 79, 80, 81, 82, 83).

Chez les vertébrés, le fer est essentiel au transport de I’oxygéne aux nombreuses cellules de
I’organisme via ’hémoglobine et la myoglobine. Il agit également comme cofacteur pour
des métallo-flavoprotéines et d’autres enzymes et participe au transport des électrons. Ainsi
I’activité de nombreuses cellules de I’organisme, incluant les neutrophiles, les lymphocytes
Bet T, les cellules NK, est dépendante de la présence de cet élément (84, 85).

1.5.2 Disponibilité du fer chez ’héte

Le sang, les tissus et les fluides biologiques des mammiféres contiennent des
concentrations en fer suffisantes pour subvenir aux besoins du métabolisme des cellules
(64, 86). Cependant, a cause de la faible solubilité du fer ferrique et la toxicité associée a ce
métal, les organismes supérieurs ont développé des mécanismes leur permettant d’abaisser
la concentration de fer libre jusqu’a 107'*M, donc en-dessous de celle requise pour la
croissance bactérienne.

Dans le corps humain, la majorité du fer est séquestrée a I’intérieur des cellules. 11 est
complexé a des protéines comme I’hémoglobine, la myoglobine, la ferritine, la catalase et
le cytochrome c (87, 88). L’hémoglobine est la forme la plus abondante (64).
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A TD'extérieur des cellules humaines, le fer est complexé a des glycoprotéines. La
transferrine lie le fer dans le sang, la lymphe, le sérum et les fluides extracellulaires, alors

que la lactoferrine le lie dans les sécrétions provenant des muqueuses (89, 90).

Lors d’une infection bactérienne, I’hdte posséde quelques mécanismes qui lui permettent de
maintenir les concentrations en fer libre 3 un niveau minime. Par exemple, lorsque les
érythrocytes sont lysés, de I’hémoglobine est libérée dans la circulation sanguine. Une
protéine, ’haptoglobine, lie alors rapidement [’hémoglobine libre et ce complexe,
haptoglobine-hémoglobine, est ensuite éliminé de la circulation par les cellules du systéme
réticulo-endothélial. Lorsque I’haptoglobine est saturée, d’autres protéines prennent la
reléve. L’hémopexine et I’albumine lient alors I’héme, produit de 1’oxydation et de la
dissociation de I’hémoglobine, les complexes ainsi formés sont ensuite éliminés de la
circulation sanguine. De plus, lors d’une infection, il se produit une augmentation de la

synthése de ferritine au foie et un relargage de lactoferrine au niveau des neutrophiles (64).
1.5.3 Transferrine, protéine liant le fer

La transferrine est une glycoprotéine synthétisée au niveau du foie. Cette protéine posséde
deux sites de fixation pour le fer ferrique, un a I'extrémité C-terminale et 'autre a
I’extrémité N-terminale de sa chaine polypeptidique. La transferrine lie les deux atomes de
fer en association avec un anion, habituellement du bicarbonate. Lorsque la transferrine lie
le fer, elle est appelée holo-transferrine; tandis que !’apo-transferrine représente la protéine
sans fer associé. Les deux sites de fixation pour le fer sont similaires, mais non identiques
(89, 91). D'ailleurs, certaines études indiquent que la constante d’association pour le fer est
différente pour les deux sites (90). De plus, les sites différent dans leur capacité & retenir le
fer via les autres chélateurs. La constante d’association entre la transferrine et le fer est de

I'ordre d’environ 10*M, par contre la transferrine est partiellement saturée dans les
fluides biologiques.

La transferrine est composée de 630 acides aminés, dont 23 sont des arginines et 56 des
lysines (92). Son poids moléculaire se situe entre 76 et 81 kDa. La composition en hydrate
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de carbone de cette protéine atteint 5,7%. Les sucres liés  la transferrine sont le mannose,

le galactose, le glucosamine et le fucose (92).

L’absorption, le transport et I’échange de fer dans les tissus sont les principaux rdles
physiologiques de la transferrine. De plus, en liant le fer essentiel a la croissance

bactérienne, la transferrine crée des conditions bactériostatiques pour certains pathogenes.
1.6 Mécanismes d’acquisition du fer

Puisque le fer est essentiel 4 la croissance bactérienne et qu’il est trés peu disponible in

vivo, les bactéries pathogénes ont développé des mécanismes leur permettant d’acquérir cet
élément nutritif.

1.6.1 Acquisition du fer intracellulaire

Quelques bactéries pathogénes, incluant celles appartenant aux genres Listeria, Yersinia,
Salmonella et Shigella, possédent la capacité d’entrer a I’intérieur des cellules de I’hdte (93,
94, 95, 96). Dans le cytoplasme, ces bactéries peuvent alors obtenir le fer & partir de [’héme
ou de la ferritine (97).

Certains microorganismes pathogénes peuvent utiliser le fer lié  I’héme ou I’bémoglobine
présent en traces dans le sérum, due a la lyse des érythrocytes (98). La lyse de ces cellules
peut se produire spontanément lors de certaines pathologies, comme la malaria et I’anémie.
En outre, des toxines bactériennes peuvent causer la lyse des érythrocytes, par exemple I'a-
hémolysine produite par E. coli (99).

La capacité des bactéries 4 acquérir le fer de I’héme ou de I’hémoglobine différe si ces
sources sont liées ou non a d’autres protéines (I’haptoglobine pour I’hémoglobine et
I’hémopexine ou I’albumine pour I’héme). En effet, E. coli est incapable d’utiliser le
complexe haptoglobine-hémoglobine comme source de fer (100), par contre Haemophilus
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influenzae peut acquérir le fer de I’héme ou I’hémoglobine, sous une forme liée ou non aux
protéines de I’héte (101).

1.6.2 Acquisition du fer extracellulaire

A Iextérieur des cellules de I’héte, le fer est majoritairement complexé i la transferrine ou
la lactoferrine. Ces deux protéines présentent une homologie de 49,8% au niveau de leur

séquence en acides aminés (89).
1.6.2.1 Liaison de Ia transferrine ou la lactoferrine

Depuis 1980, une quinzaine d’espéces bactériennes différentes ont été reconnues capables
de lier la transferrine (77). Les cellules bactériennes possédent alors un récepteur spécifique
pour la transferrine. Chez I’humain, le récepteur pour la transferrine humaine est constitué
de deux protéines de 93 kDa liées par un pont disulfure (64). Neisseria meningitidis, H.
influenzae et Bordetella pertussis lient la transferrine ou la lactoferrine, via des récepteurs
qui reconnaissent la transferrine-Fe’~ ou la lactoferrine-Fe’* (101, 102, 103, 104, 105, 106).
L’interaction entre le récepteur et la protéine est hautement spécifique. Cependant, la
liaison de ces protéines par les cellules bactériennes n’implique pas nécessairement que le
fer puisse étre utilisé par les bactéries. Par exemple, les bactéries du genre Aeromonas
peuvent lier la lactoferrine humaine ou bovine, cependant le fer utilisé pour son
métabolisme provient principalement de I’héme ou s’acquiert plutdt suite 4 la production de
sidérophores. Toutefois, lorsque la synthése de sidérophores est supprimée, la capacité de
liaison 4 la lactoferrine est augmentée (78, 107, 108, 109).

Le mécanisme d’acquisition du fer a4 partir de la transferrine ou la lactoferrine liée au
microorganisme n’est pas entiérement compris. Certaines études suggérent la participation
d’une réductase associée i la surface, alors que d’autres suggérent plutdt une baisse
localisée du pH avec comme conséquence le relargage du fer qui se fixe 2 une molécule
acceptrice (78). Chez les espéces du genre Neisseria, une molécule de 36 kDa pourrait lier
le fer ferrique (110) (Figure 1).
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1.6.2.2 Production de sidérophores

Un deuxiéme mécanisme d’acquisition du fer chez les microorganismes implique la
production de sidérophores (Figure 2). Les sidérophores sont définis comme étant des
molécules de faible poids moléculaire, entre 500 et 1000 Da, possédant une haute affinité
pour le fer ferrique (66). Ces molécules sont élaborées par les bactéries ou les
champignons, lorsque que ceux-ci croissent dans un environnement pauvre en fer. Le rdle

du sidérophore est de capter le fer présent dans I’environnement et de le rendre accessible 4

la cellule microbienne (66).

Les sidérophores ont été divisés en deux classes, soient hydroxamate ou catécholate, selon
le groupement chimique impliqué dans la liaison du fer (66). Cependant, quelques
sidérophores qui ont été isolés sont apparus comme n’appartenant a aucune de ces deux
classes (111). Les sidérophores hydroxamates sont présents chez les bactéries et
champignons, alors que les sidérophores catécholates ne sont produits que par des bactéries.
La syntheése de sidérophores hydroxamates est plus fréquemment associée a la virulence
que celle de sidérophores catécholates (112). Ainsi, un sidérophore hydroxamate comme
I’aérobactine produit par Aerobacter aerogenes capte plus efficacement le fer de la
transferrine présente dans le sérum que le sidérophore entérobactine produit par E. coli et
faisant partie de la classe catécholate (66, 78).

Suite 4 la capture par le sidérophore du fer nécessaire a la croissance bactérienne, le
complexe fer-sidérophore retourne a la cellule bactérienne. Celle-ci posséde a sa surface un
récepteur spécifique au sidérophore. La synthése de ces récepteurs est habituellement
réprimée dans des conditions de croissance riches en fer. Le complexe fer-sidérophore peut
étre transporté jusqu’a la membrane cytoplasmique ou le fer peut étre transféré i une
molécule acceptrice. Le largage du fer a partir du sidérophore implique probablement
I’action d’une réductase (78).
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Chez les bactéries 4 Gram-négatif, le récepteur pour le sidérophore est situé au niveau de la
membrane externe. D’autres protéines localisées dans le périplasme et sur la membrane
cytoplasmique participent a I’entrée du fer dans la cellule bactérienne (71). C’est ce qui se

produit chez plusieurs bactéries telles £. coli, V. cholerae et P. aeruginosa (113, 114, 115).
1.6.2.3 Activité réductase du fer ferrique

Une autre stratégie utilisée par des microorganismes pathogénes pour acquérr le fer
implique la réduction du fer ferrique en fer ferreux (Figure 3). Le fer ferreux peut ensuite
étre assimilé par les microorganismes pour subvenir aux besoins de leur métabolisme. Ce
mécanisme est présent chez une variété de pathogénes, bactéries ou champignons. La
réduction du fer peut s’effectuer par I’intermédiaire d’enzymes appelées réductases ou suite
a la production de substances appelées réductants qui générent un environnement réduit
permettant le largage du fer des molécules plasmatiques.

Candida albicans et Streptococcus mutans libérent des réductases dans leur environnement,

tandis qu’un réductant de 9 kDa est sécrété par les cellules de Listeria monocytogenes (64,
116, 117).

1.6.2.4 Activité protéolytique

Plusieurs bactéries pathogénes produisent des protéases pouvant étre associées a
I’enveloppe cellulaire et/ou libérées dans I’environnement. Ces enzymes possédent dans
certains cas la capacité de cliver des protéines de I’hdte, notamment la transferrine ou la
lactoferrine. La dégradation de ces protéines en fragments de plus faible poids moléculaire
faciliterait soit le largage du fer de la transferrine, soit I’assimilation par la cellule de petits
fragments auxquels du fer serait lié (Figure 4).
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P. aeruginosa produit plusieurs protéases extracellulaires dont I'une d’entre elles,
I’élastase, clive la transferrine en fragments de faible poids moléculaire (118). La synthése
de I’élastase est augmentée dans un environnement pauvre en fer. Chez cette bactérie, le
clivage de la transferrine favorise la capture du fer par le sidérophore pyoverdine. La
synthése de protéases en concert avec celle de sidérophores permet donc a P. aeruginosa

d’acquérir le fer durant une infection (115, 118). Ce méme phénoméne a été démontré chez
Vibrio vunificus (119).

1.6.2.5 Autres mécanismes

La transferrine et la lactoferrine ne peuvent retenir le fer, lorsque les conditions de pH
deviennent acide. Dans le cas de la transferrine, I’habilité a lier le fer est considérablement
diminuée dés que le pH atteint 6,5 (120). Des conditions plus acides (pH 4) sont cependant
nécessaires pour le largage du fer de la lactoferrine (78). La diminution du pH suite a la
croissance bactérienne peut donc constituer un autre mécanisme d’acquisition du fer.
D’ailleurs, un tel mécanisme impliquant une modification de l’environnement a été
démontré chez Clostridium perfringens (121). La croissance de cette bactérie entraine une
baisse du potentiel d’oxydo-réduction et du pH. Ces conditions permettent alors le largage
du fer de la transferrine. De méme, I’acquisition du fer de la transferrine chez Streptococcus
intermedius est possible, car cette bactérie pathogéne diminue rapidement le pH lors de sa
croissance (122).

1.7 Acquisition du fer chez P. gingivalis

Quelques études ont déja ét€ réalisées ou sont présentement en cours concernant
I’utilisation de la transferrrine humaine comme source de fer chez P. gingivalis. En 1990,
Barua et coll. (123) ont étudié les effets d’une restriction en fer chez P. gingivalis. Les

quatre souches a |’étude se sont révélées incapables de croitre dans un milieu déficient en
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hémine ou protoporphyrine IX. De plus, Shah et coll. (124) ont démontré que P. gingivalis
transporte la molécule entiére d’hémine a 'intérieur de la cellule, et que par la suite le fer
est extrait de I’anneau porphyrine. Selon cette étude, P. gingivalis requiert obligatoirement
une source de porphyrine (125). Cependant, une autre étude a montré qu’en I’absence d’une
source endogéne de fer, la protoporphyrine IX ne supporte pas la croissance de P.
gingivalis (126). Ceci suggére que |’atome de fer dans la molécule d’hémine est le

constituant critique pour la croissance bactérienne.

L’addition d’un chélateur de fer au milieu de culture, soit le Desferal (chélateur d’ions
ferriques; Fe’*) ou le dipyridy! (chélateur d’ions ferreux; Fe’"), affecte a différents niveaux
la croissance de P. gingivalis. Le fer chélaté devient ainsi inaccessible pour les bactéries,
puisque celles-ci ne possédent pas de récepteur pour les sidérophores. Le Desferal a 12,5
uM produit une diminution de la croissance de 15% (123). L’augmentation de la
concentration en Desferal dans le milieu ne produit aucune suppression additionnelle de la
croissance bactérienne. Le dipyndyl a 200 uM produit une diminution de 75% de la
croissance (123). Cependant, plus {a concentration en dipyridy! est élevée dans le milieu de
culture, plus la croissance est affectée pour étre complétement inhibée a 300 uM et plus.
L’inhibition produite par le dipyridyl peut étre renversée par I’ajout d’ions ferreux, mais
non ferriques au milieu (123). P. gingivalis semble donc capable d’utiliser uniquement les
ions ferreux comme source de fer. Des résultats contradictoires ont été publiés concernant
I"utilisation de sources inorganiques de fer pour la croissance de P. gingivalis, puisqu’une
étude a démontré que les ions ferreux et ferriques peuvent supporter la croissance

bactérienne (125).

Bramanti et coll. (125) ont étudié les effets de sources variées de fer sur la croissance de P.
gingivalis W50. Des équivalents de I’hémine, comme I’hémoglobine, la myoglobine,
I’albumine sérique saturée en hémine, la lactoperoxidase et le cytochrome ¢ peuvent étre
utilisés comme source de fer par ce microorganisme (125). L’haptoglobine-hémoglobine et
’hémopexine-hémine supportent également la croissance de cette bactérie (125). Ceci

suggére que P. gingivalis peut cliver ces protéines de 1’hdte pour en acquérir le fer.
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Des études non publiées ont été réalisées au laboratoire de D. Grenier sur la capacité de
croissance de souches virulentes et non virulentes (dans un modéle animal) de P. gingivalis
dans du sérum de cheval. L’ utilisation de sérum implique normalement un effet bactéricide
et bactériostatique sur la croissance bactérienne. L’effet bactéricide résulte de 1’activité du
complément, tandis que D'effet bactériostatique est du a la présence de protéines
complexant le fer, comme la transferrine. P. gingivalis a déja été reconnu comme résistant a
Iactivité bactéricide du sérum (126). Le sérum de cheval s’est avéré capable de supporter
la croissance des souches virulentes, mais non celle des souches non virulentes. Cependant,
un ajout d’hémine au sérum a permis la croissance des souches non virulentes. Ceci
suggere que les souches non virulentes ne sont pas capables de combler leurs besoins en fer
a partir des protéines du sérum et que la capacité d’acquisition du fer pourrait étre un
facteur clé pour la virulence de la bactérie.

La croissance de P. gingivalis dans un milieu contenant seulement la transferrine comme
source de fer a déja été briévement étudiée (125, 127). L’apo-transferrine, forme non
chargée en fer, ne supporte pas sa croissance, alors que la protéine chargée en fer, holo-
transfermine, permet une croissance bactérienne. La croissance est donc dépendante de la

concentration et du degré de saturation en fer de la transferrine.

1.8 Objectifs du projet

Le mécamisme par lequel P. gingivalis acquiert le fer de la transferrine n’est pas
parfaitement clair. Tazaki et coll. (128) ont rapporté une activité de liaison spécifique et
réversible de la transferrine 4 P. gingivalis. Une cormélation entre le degré de liaison a la
transferrine et le temps de génération cellulaire a d’ailleurs pu étre démontrée (128). Cette
équipe de chercheurs suggére que la liaison de la transferrine a la surface des bactéries
pourrait constituer une premicre étape dans [acquisition du fer de 1’hdte par ce
microorganisme.
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Les objectifs de la présente étude sont : premiérement, de confirmer que la transferrine
représente une source de fer pour P. gingivalis, deuxiémement, de vérifier la présence ou
non de mécanismes d’acquisition du fer déja connus, et finalement, de démontrer

I’importance des protéases de ce microorganisme dans i’acquisition du fer & partir de la
transferrine humaine.



CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES

2.1 Matériel

Les produits chimiques utilisés provenaient de chez Sigma Chemical Co. (St-Louis,
Missourt), sauf lorsque spécifié.

2.2 Souches bactériennes et conditions de culture

Différentes souches de P. gingivalis ont été utilisées au cours de cette étude. Les tableaux 1

et 2 présentent les caractéristiques propres a chacune.
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Tableau 1. Caractéristiques des souches sauvages de P. gingivalis utilisées au cours de
I’étude

Souche Provenance Virulence dans un modéle animal *
33277 ATCC® Non

381 Dr J. Slots° Non
49417 ATCC QOui

W50 Dr J. Slots Oui

w83 Dr J. Slots Oui

a. capacité a induire une infection lorsque les cellules sont injectées (sous-cutanées) dans la
région de I’aine chez le cochon d’Inde (129)

b. American Type Culture Collection

c. University of South California, Los Angeles, Californie



Tableau 2. Caractéristiques des mutants de P. gingivalis utilisés au cours de I’étude

Souche Souche parentale Type de mutation Réf.
M1 33277 Spontanée 46
M2 332717 Spontanée 46
M3 33277 Spontanée 46

KDP112 33277 Dirigée sur les génes de |’ Arg-gingipaine 1 et 2 47

G102 381 Dirigée sur le géne de I’ Arg-gingipaine 2 31

MT10 381 Dirigée sur le géne de I’ Arg-gingipaine 1 42

49417NP 49417 Spontanée Np*

w501 w50 Dirigée sur le géne de I’ Arg-gingipainel 40

WSs0D7 W50 Dirigée sur le géne de I’ Arg-gingipaine 2 48

V2296 w83 Dirigée sur le géne d’une protéase de 97 kDa 41

W83PM w383 Dirigée sur le géne d’une protéase de 80 kDa 130

a. Non publié (isolat du laboratoire)
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Le milieu THB (Todd Hewitt Broth; BBL Microbiology Systems, Cockeysville, Maryland)
additionné de vitamine K (1 pg/ml) et d’hémine (10 pg/ml) a été utilisé pour le maintien
des différentes souches. Pour la culture sur milieu solide, le milieu THB a été supplémenté
d’agar (15 g/l) et de sang humain (25 ml/l). Certaines souches mutées ont nécessité
I’incorporation d’antibiotiques au milieu de cuiture afin d’assurer la conservation de la
mutation. Pour les mutants W501 et WSOD7, 5 pug/ml de clindamycine ont été ajoutés au
milieu de culture. Les mutants G102 et MTI0 ont nécessité l'ajout de S upg/ml
d’érythromycine au milieu de culture, et le mutant KDP112, ’ajout de tétracycline a raison
de 1 ug/mi de milieu de culture.

Les cultures bactériennes ont €té incubées en anaérobiose (N/CO+/H»; 80/10/10) & 37 °C.
Le transfert des différentes souches en milieu frais a été effectué aux deux jours pour les

croissances en milieu liquide et hebdomadairement pour les croissances sur milieu solide.
2.3 Etudes de croissance des différentes souches de P. gingivalis
2.3.1 Milieu Mycoplasma

La croissance de P. gingivalis a été évaluée dans le milieu Mycoplasma Broth Base (MBB;
BBL Microbiology Systems) additionné de vitamine K (1 pg/ml) et des divers composés

énumérés plus bas.

La capacité des différentes souches a utiliser !a transferrine comme source de fer a d’abord
été testée. La croissance bactérienne a été évaluée dans le milieu MBB sans supplément et
additionné d’hémine (10 ug/ml) ou de transferrine (I mg/ml) comme source de fer. Le
milieu MBB sans supplément constituait le milieu-contrdle négauf, alors que le milieu
MBB additionné d’hémine représentait le milieu-contrdle positif. Les trois milieux ont été
ensemencés a I'aide d’un inoculum de 1% (v/v) provenant d’une croissance de 24 h de
chacune des souches a I'étude dans le milieu THB liquide. Les différentes cultures
bactériennes ainsi obtenues ont ensuite été transférées a chaque intervalle de 24 h dans leur
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milieu respectif en utilisant un inoculum de 1%. C’est I’arrét de croissance dans le milieu
MBB sans source de fer qui permettait de déterminer que les cellules bactériennes avaient
épuisé leur réserve de fer. Une source de fer était considérée comme supportant la
croissance de P. gingivalis lorsque la croissance se poursuivait pour au moins deux

transferts suivant I’arrét de croissance dans le milieu MBB sans source de fer.

Les cinétiques de croissance des souches parentales et des mutants de P. gingivalis dans le
milieu MBB additionné de transferrine ont été comparées. Un inoculum de 2% provenant
d’une croissance dans le milieu MBB sans source de fer, afin d’épuiser les réserves de fer
des cellules, a été utilisé. Les croissances ont été suivies par mesure de la densité optique
(D.O.) 2 660 nm (Spectronic 20, Bausch & Lomb) a chaque intervalie de 12 h.

Enfin, la capacité des mutants spontanés M1 et M2 (déficients pour les activités Arg- et
Lys-gingipaines) & croitre dans le milieu MBB additionné de transferrine et d’une source de
protéases a été évaluée. Pour ce faire, la trypsine pancréatique a été incorporée au milieu de
culture & deux concentrations différentes soient 5 et 25 pug/ml.

2.3.2 Sérum humain

La capacité des différentes souches a croitre dans du sérum humain (ICN Biomedicals Inc.,
Costa Mesa, Californie) a été évaluée. Pour les souches W50, W501 et W50D7, le sérum a
été dilué 1:5 (dans I’eau distillée), alors que pour la souche 33277 et son mutant KDP112,
le sérum a été dilué 1:10 (dans I’eau distillée). Un inoculum de 6% provenant d’une
croissance de 24 h en milieu THB a été utilisé pour [’ensemencement. La D.O. des cultures
bactériennes a été mesurée 4 660 nm aprés 36 h de croissance.

Afin de supporter les résultats obtenus par mesure de la densité optique, le nombre d’unités
formatrices de colonies (UFC) a été évalué par étalement sur gélose sang. La croissance des
souches 33277 et KDP112 s’est effectuée dans le sérum humain, et aprés 36 h, des dilutions
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d’une aliquote de ces cultures ont été préparées et étalées sur gélose sang. Le nombre

d’UFC a ensuite été déterminé aprés une semaine d’incubation en anaérobiose 4 37°C.

La croissance de la souche 33277 a également été évaluée dans le sérum humain inactivé.

L’inactivation du sérum a été réalisée par passage de ce dernier & 56°C pendant 30 minutes.

Finalement, I’effet de I'ajout d’une source de fer au sérum humain sur la croissance de la
souche 33277 a été étudié. L’hémine (10 pg/ml) ou le FeCl; (150 £M) ont donc été ajoutés

au sérum humain, et la D.O. 4 660 nm a été mesurée aprés 48 h de croissance.

2.4 Mise en évidence de mécanismes d’acquisition du fer

2.4.1 Activité de liaison de la transferrine aux cellules bactériennes

L’activité de liaison de la transferrine humaine aux cellules bactériennes fut mise en
évidence grice a la méthode de Schryvers (131). Les cellules de P. gingivalis 33277,
Prevotella  nigrescens ATCC 33563 (témoin positif) et Actinobacillus
actinomycetemcomitans ATCC 29522 (témoin négatif) ont été récoltées par centrifugation a
8000 g pendant 10 minutes (Centrifuge 5415C, Eppendorf) suite & une croissance de 24 h
dans le milieu MBB, et resuspendues dans le tampon PBS contenant 50 mM POy et 150
mM NaCl a4 pH 7,2. La D.O. a 660 nm des suspensions cellulaires a été ajustée a 2.

Des aliquotes de 5 pl des différentes suspensions cellulaires ont été déposées sur une
membrane de nitrocellulose (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Ontario). La membrane a
été laissée a Iair libre jusqu’a ce qu’elle soit séche, puis immergée dans le tampon TBS (20
mM Tris-HCl et 500 mM NaCl; pH 7,5) contenant 3% de gélatine afin de bloquer les sites
non occupés par les cellules bactériennes. La membrane a ensuite été incubée pendant 2 h
dans le tampon TBS contenant 1,5% gélatine et 1 ug/ml de transferrine humaine conjuguée
a la peroxidase de raifort (HRP-Tf; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
Pennsylvanie). Quatre lavages de 15 minutes ont ensuite été effectués a I’aide du tampon
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TTBS, tampon TBS contenant 0,05% de Tween-20 (Bio-Rad Laboratories), afin d’éliminer

la tranferrine liée non spécifiquement & la membrane.

La révélation s’est effectuée en plagant la membrane dans une solution contenant le substrat
pour la peroxidase. La solution de développement était constituée d’une premiére solution
contenant 30 mg de HRP color development (Bio-Rad Laboratories) dissout dans 10 ml de
méthanol froid et d’une deuxiéme solution comportant 30 ul de peroxyde d’hydrogéne a
30% mélangé & SO ml de tampon TBS. Les deux solutions précédentes ont été mélangées
au dernier instant. Un résultat positif se traduisait par I’apparition d’une coloration violette
a I’endroit ou les cellules avaient été préalablement déposées.

2.4.2 Production de sidérophores

La méthode de Lindsay et Riley (132) fut utilisée pour la détection de sidérophores. Cette
méthode permet de détecter les sidérophores par leur capacité a capter le fer d’un chélateur
relativement faible, soit le Chrome Azurol S (CAS). La capture du fer lié au CAS par le
sidérophore se traduit par un changement de coloration du bleu au rose quantifiable par
mesure de I’absorbance 4 650 nm.

Le milieu de culture utilisé a d’abord été traité au Chelex-100 afin d’éliminer toute trace de
fer. Pour ce faire, 30 g de Chelex-100 ont été ajoutés a un litre de milieu de culture et le
mélange a été agité pendant deux heures. Aprés agitation, le milieu de culture a été récolté
par décantation. L’utilisation de ce milieu a requis un lavage de la verrerie au chlorure
d’hydrogéne 6 N.

Le surnageant de culture de P. gingivalis 33277 a été récolté par centrifugation aprés 24 h
de croissance dans le milieu MBB traité au Chelex-100. Il a par la suite été incubé en
présence d’un volume égal de la solution CAS. Un sidérophore commercial, le ferrichrome
(0,33 mg/ml), a servi de témoin positif.
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Une électrophorése en présence d’urée (voir section 2.9.2) a également permis d’évaluer la
production de sidérophores par P. gingivalis. Tout d’abord, les cellules et le surnageant de
culture de P. gingivalis 33277 ont été récoltés par centrifugation suite a une croissance de
24 h dans le milieu MBB sans source de fer. Les cellules ont été resuspendues a une D.O.
de 0,5 a 660 nm dans le tampon Tris 50 mM a pH 7.2. La suspension cellulaire ou le
surnageant de culture ont ét¢ incubé pendant 15 minutes & 37°C en présence de volumes
égaux de holo-transferrine (2 mg/ml) et d’un inhibiteur de cystéine-protéases,
I’iodoacetamide (10 mM). L’essai contenant la suspension cellulaire a par la suite été
centrifugé afin d’éliminer les cellules bactériennes. Enfin, le surnageant de ce dernier essai
de méme que celui de I’essai incluant le surnageant de culture ont été soumis a une
électrophorése en présence d’urée. Une quantité de 7,5 ug de protéine a été déposée dans
chaque puits. Ce type d’électrophorése permet de différencier, par leur distance de

migration, la transferrine chargée en fer ou non chargée.
2.4.3 Activité réductase du fer ferrique

La méthode mise au point par Morrissey et coll. (116) et légérement modifiée fut utilisée
pour détecter I’activité réductase du fer ferrique. L’activité réductase fut testée chez les
cellules et dans le surnageant de culture de P. gingivalis 33277 en conditions d’incubation
aérobies et anaérobies.

En aérobie, les cellules et le sumageant de culture ont été récoltés par centrifugation d’une
culture bactérienne de 24 h en milieu MBB sans source de fer. Les cellules ont été
resuspendues & une D.O. 4 660 nm de 1,25 dans du tampon 50 mM citrate de sodium
contenant 5% glucose & pH 6,5. A cette suspension cellulaire, 1 mM de FeCl; et 1 mM
d’acide bathophénanthroline disulfonique (BPS) ont été ajoutés. L’essai a été incubé & 30°C
pendant 10 minutes. Les cellules ont ensuite été éliminées par centrifugation et
I"absorbance du surnageant du mélange réactionnel a été mesurée 4 520 nm 4 ’aide du
spectrophotométre (Spectronic 601, Miton Roy). L’activité des cellules de Candida
albicans Cal 4, obtenues aprés une croissance de 24 h en milieu YEPD (1% extrait de



35

levure, 2% bactopeptone, 2% glucose), a servi de témoin positif. Le surnageant de culture
de P. gingivalis obtenu par centrifugation a été oxygéné par barbotage a 1’aide d’air
comprimé pendant une heure, afin d’éliminer les conditions anaérobies. Par la suite, une
quantité égale de tampon citrate de sodium, de FeCl; 1 mM et de BPS 1 mM ont été ajoutés
au surnageant de culture. L’essai a été incubé 4 30°C pendant 10 minutes, puis I’absorbance

a 520 nm a été mesurée.

Afin d’évaluer I'impact des conditions anaérobies sur la détection de I’activité réductase,
les mémes essais qu'en conditions aérobies ont été réalisés avec quelques modifications.
Dés leur récolte, les cellules ont été resuspendues dans le tampon citrate de sodium
préalablement réduit par une incubation de 24 h dans la chambre anaérobie. De plus, le
surnageant de culture a été testé immédiatement aprés sa sortie des conditions
d’anaérobiose.

Une analyse par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence d’urée (voir section
2.9.2) de la transferrine incubée en présence des cellules ou du summageant de culture de P.
gingivalis a également permis de détecter la présence d’activité réductase (méme essai qu’a
1a section 2.4.2).

2.4.4 Activité protéolytique

Ce mécanisme d’acquisition du fer implique I’action de protéases sur des protéines
plasmatiques, telles la transferrine. La capacité de P. gingivalis & dégrader la transferrine
humaine a donc été vérifiée de deux fagons, suite 4 une croissance en présence de la
protéine, de méme que par une incubation in vitro des cellules et de la protéine.

2.4.4.1 Dégradation de la transferrine suite & une croissance bactérienne

Les surnageants de culture des différentes souches de P. gingivalis ont été récoltés par
centrifugation aprés 11 ou 24 h de croissance dans le miliecu MBB additionné de
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transferrine. Par la suite, ils ont été analysés par électrophorése sur gel de polyacrylamide
en présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE, voir section 2.9.1). Une quantité de
1 ug de protéine a ét¢ déposée dans chaque puits.

2.4.4.2 Dégradation de la transferrine in vitro

Les cellules des différentes souches de P. gingivalis ont d’abord été récoltées par
centrifugation de cultures de 24 h de croissance dans le milieu MBB additionné d’hémine,
puis resuspendues dans le tampon PBS & une D.O. a 660 nm de 0,5. Par la suite, les
suspensions cellulaires ont été incubées en présence de transferrine (0,33 mg/ml) et d’un
agent réducteur, le dithiothréitol (DTT; 3,3 mM). Ces essais ainsi réalisés furent incubés a
37°C pendant différentes périodes de temps, soient 2, 4 et 6 h. Les surnageants de ces essais
ont ensuite été recueillis par centrifugation et analysés par électrophorése SDS-PAGE (voir
section 2.9.1). Une quantité de 3,3 pg de protéine a été déposée dans chaque puits.

2.5 Activités Arg- et Lys-gingipaines

Les deux principales activités protéolytiques chez P. gingivalis, soit Arg-gingipaine et Lys-
gingipaine, ont été déterminées chez les différentes souches. Pour ce faire, les cellules et les
surnageants de culture ont été testés quant a leur capacité a hydrolyser le Na-Benzoyl-DL-
arginine-p-nitroanilide (BAPNA) et le Na-Benzoyl-DL-lysine-p-nitroanilide (BLPNA),
substrats de Arg- et de Lys-gingipaine respectivement.

Les surnageants de culture furent obtenus par centrifugation d’une culture de 24 h dans le
milieu MBB additionné d’hémine. [ls ont par la suite, été incubés en présence de 1| mM
BAPNA ou ! mM BLPNA, pour I'évaluation de !'activité Arg- ou Lys-gingipaine
respectivement, et | mM DTT. Le BAPNA et le BLPNA ont été dissous dans du dimethyl
sulfoxide 10% (DMSQ), et le DTT, dans du tampon PBS. Les essais ont été incubés a 37°C
pendant 4,5 h. L’intensité¢ de I'hydrolyse de ces deux substrats chromogéniques a pu étre
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évaluée grice a la mesure de 1’absorbance a 405 nm. En effet, lorsque ces deux substrats

sont hydrolysés, le p-nitroaniline, un composé de couleur jaune, est largué.

Les cellules des différentes souches ont été récoltées par centrifugation d’une culture de 24
h dans le milieu MBB additionné d’hémine. Elles ont été resuspendues dans le tampon PBS
et ajustées a la D.O. désirée 4 660 nm. Pour la mesure de I’activité Arg-gingipaine, les
cellules 4 une D.O. de 0,5 ont été incubées en présence de volumes égaux de BAPNA 0,5
mM et de DTT 5 mM ; tandis que pour I’évaluation de I’activité Lys-gingipaine, les
cellules 4 D.O. de 1 ont été incubées en présence de volumes égaux de BLPNA 0,5 mM et
de DTT 5 mM. Les différents essais ont été incubés & 37°C pendant 3 h. L’absorbance a

405 nm a été mesurée sur les surnageants de ces essais recueillis aprés centrifugation.

2.6 Détection de fragments de transferrine s’attachant aux cellules

Afin de déterminer si une liaison de fragments de transferrine aux cellules de P. gingivalis
33277 survient suite 4 la dégradation de cette protéine, une analyse par western

immunoempreinte a été effectuée.

Tout d’abord, les cellules ont été récoltées par centrifugation d’une culture de 24 h dans le
milieu MBB sans source de fer et resuspendues a une D.O. de 2 4 660 nm dans le tampon
PBS. Des quantités égales de cette suspension cellulaire, de DTT 10 mM et de transferrine
(1 mg/ml) ont été mélangées, et le mélange réactionnel a été incubé a 37°C pendant 6 h. Par

la suite, les cellules ont été récoltées par centrifugation et resuspendues dans du tampon de
solubilisation (voir section 2.9.1).

Les cellules et le surnageant de cet essai ont été soumis a une électrophorése SDS-PAGE
(voir section 2.9.1). Ensuite, les protéines présentes dans le gel de polyacrylamide ont été
transférées sur une membrane de nitrocellulose. Le transfert électrophorétique s’est effectué
4 100 volts pendant 1 h.
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La membrane a ensuite été immergée pendant 1 h dans le tampon TBS contenant 3% de
gélatine, afin de bloquer les sites non occupés. Puis, la membrane a été transférée pour une
période de 2 h dans le tampon TTBS contenant 2 ug/ml d’un anticorps de chévre dirigé
contre la transferrine humaine et conjugué a la peroxidase (ICN Biomedicals inc., Aurora,
Ohio). Deux lavages successifs de 15 minutes dans le tampon TTBS ont été effectués avant
de placer la membrane de nitrocellulose en présence du substrat pour la peroxidase pour

permettre le développement de la coloration. La technique utilisée pour la révélation fut la
méme que celle de la section 2.4.1.

2.7 Effet de I'ajout d’inhibiteurs sur la croissance et la dégradation de

différents substrats
2.7.1 Inhibiteurs de glycosidases

L’effet de différents inhibiteurs de glycosidases sur la dégradation de la transferrine par P.
gingivalis 33277 a été évalué. Tout d’abord, les cellules bactériennes ont été récoltées par
centrifugation d’une culture de 24 h dans le milieu MBB additionné d’hémine et
resuspendues & une D.O. 4 660 nm de 0,5 dans le tampon PBS. Dix pl de cette suspension
cellulaire ont été incubés en présence de S ul de DTT 20 mM, de S p! de transferrine 1
mg/ml et de 10 pl d’un inhibiteur de glycosidases. Le tableau 3 présente les inhibiteurs et
les concentrations utilisés lors des essais. Les différents essais furent incubés pendant 6 h &
37°C. Par la suite, les surnageants de ces essais furent analysés par électrophorése SDS-

PAGE (voir section 2.9.1).
2.7.2 Inhibiteurs de protéases

2.7.2.1 Dégradation de différents substrats

L’effet de différents inhibiteurs de protéases fut testé sur la dégradation de la transferrine
par P. gingivalis 33277, ainsi que sur les activités Arg- et Lys-gingipaines de cette méme



Tableau 3. Inhibiteurs de glycosidases utilisés
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Inhibiteur Glycosidases cibles Concentration testée
Acétamide Glucosaminidases 100 mM
Acide dehydro-2deoxy-N- Neuraminidases 50 mM
acetyl-neuraminique
N-acetyl-D-glucosamine Glucosaminidases 100 mM
Acide N-acetyl-neuraminique Neuraminidases 100 mM
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souche. Différentes concentrations d’inhibiteurs ont donc été ajoutés aux essais déja établis.

Le tableau 4 présente les inhibiteurs et les concentrations testés.

Pour déterminer I'effet des inhibiteurs sur la dégradation de la transferrine, les mémes
essais qu’a la section 2.7.1 furent utilisés. Pour I’évaluation de I’effet des inhibiteurs sur
I’activité Arg-gingipaine, |’essai fut composé de : 100 pl de cellules (D.0.= 0,5 & 660 nm),
de 25 ul de DTT 60 mM, de 75 ul de BAPNA 2 mM et de 100 p! d’inhibiteur. Pour
I'activité Lys-gingipaine, le méme essai que précédemment fut utilisé en utilisant une
suspension cellulaire 4 une D.O. de 1 4 660 nm. L’absorbance des surnageants de tous les

essais fut mesurée & 405 nm.
2.7.2.2 Croissance en présence de transferrine

L’effet de différents inhibiteurs de cystéine-protéases fut évalué sur la croissance de P.
gingivalis 33277 et KDP112 en présence de transferrine comme source de fer. Pour ce
faire, les inhibiteurs testés soient TLCK, FPRCK, leupeptin et antipain ont été ajoutés a
raison de 200 pug/ml au milieu MBB additionné de transferrine ou d’hémine comme source
de fer. Le milieu MBB sans supplément a servi de témoin négatif, tandis que celui
additionné d’hémine a servi de témoin positif. Les différents milieux ont été ensemenceés
avec un inoculum de 2% provenant d’un deuxiéme transfert en milieu MBB sans
supplément, afin d’épuiser les réserves de fer des cellules bactériennes. Les résultats ont été

notés suite a une incubation de 48 h.

2.8 Effet de Pajout de sérum sur les activités protéolytiques

2.8.1 Activités Arg- et Lys-gingipaines

L’impact de la présence du sérum humain sur I’hydrolyse du BAPNA et du BLPNA par les

cellules de différentes souches de P. gingivalis a été évalué. Les souches testées furent
33277, KDP112, W50, W501 et W50D7.



Tableau 4. Inhibiteurs de protéases utilisés

Inhibiteur Protéases cibles Concentration
testée
4-(2-aminoethyl)-benzene sulfonyl Sérine 10 mM
fluoride (AEBSF)
Ac-Arg-CH,C1°* Cystéine 8§ mM
Antipain Cystéine 10 mM
Bestatin Métallo 0,16 mM
Cystatin Cystéine 0,0001 mM
Diisopropyl fluorophosphate (DFP) Sérine 10 mM
D-Phe-Pro-Arg chloromethyl ketone Cystéine 1 mM
(FPRCK)
E-64 ° Cystéine 1 mM
Ethylenediaminetetra-acetic acid Meétallo 10 mM
(EDTA)
Iodoacétamide Cystéine 10 mM
Leupeptin Cystéine 1 mM
N-a-p-tosyl-L-lysine chloromethyl Cystéine 8§ mM
ketone (TLCK)
p-chloromercuriphenylsulfonic acid Cystéine § mM
(PCMP)
Pepstatin Aspartique 0,18 mM

a. Biosyn Diagnostics, Belfast Northern, Ireland

b. Bachem California Inc., Torrance, California
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Les essais furent les mémes qu’a la section 2.5 en incluant toutefois une certaine quantité

de sérum humain (45 pl pour un essai comportant un volume total de 150 pl).

2.8.2 Dégradation de la transferrine

La dégradation par P. gingivalis 33277 de la transferrine présente dans le sérum humain a
été évaluée. Tout d’abord, les cellules ont été récoltées par centrifugation d’une culture de
24 h dans le milieu MBB sans source de fer, et resuspendues & une D.O. 4 660 nm de 1
dans le tampon PBS. Des quantités égales de cette suspension cellulaire, de sérum humain
dilué (1 :2) et de DTT 10 mM ont été incubés & 37°C pour des périodes de 2, 4 et 6 h. Les
surnageants de ces essais ont ensuite €té analysés par électrophorése SDS-PAGE (voir
section 2.9.1), suivi d’'un western immunoempreinte. Une quantité de protéine de 0,5 ug a
été déposée dans chaque puits. Un anticorps anti-transferrine a permis la visualisation de ia
transferrine sur la membrane de nitrocellulose (voir section 2.6).

2.9 Electrophoréses

2.9.1 En présence de dodécyl sulfate de sodium

Toutes les électrophoréses ont été effectuées sur des gels de polyacrylamide de dimension 8
x 5 cm et 0,75 cm d’épaisseur avec le Mini-Protean de Bio-Rad Laboratories. La méthode
utilisée fut celle décrite par Laemmli (133). Les gels de résolution étaient constitués de
10% de polyacrylamide et les gels d’empilement, de 4%. Les migrations se sont déroulées &
un voltage constant de 200 volts pendant environ 45 minutes.

Le tampon de solubilisation a été préparé comme suit: 2 ml d’une solution de dodécyl
sulfate de sodium (SDS) 10%, 2 ml de glycérol, 1,25 ml de tampon 0,5 M Tris pH 6,8, 1 ml
d’une solution de bleu de bromophénol 0,05%, 0,5 ml de B-mercaptoéthanol et 3,25 ml
d’eau distillée.
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2.9.2 En présence d’urée

Pour vérifier le niveau de saturation en fer de la transferrine, une électrophorése en
conditions non dénaturantes sur gel de polyacrylamide en présence d’urée 6 M a été
effectuée selon la méthode de Wolz (115) avec cependant quelques mofidications.

Le gel de résolution a été préparé comme suit : 4,5 g d’urée, 625 pl de TBE 20X (tris 2 M,
acide borique 0,2 M, EDTA 0,032 M; pH 8,4) et 2,7 ml d’une solution d’acrylamide 2,6%
C-30% T (Bio-Rad Laboratories) ont été mélangés. Le volume a été ajusté a 12,5 mil avec
de ’eau distillée. Ce gel a été polymérisé avec 63 ul d’une solution d’ammonium persulfate
10% (Bio-Rad Laboratories) et 7 ul de Temed (Bio-Rad Laboratories). Le gel
d’empilement a été constitué de : 1,3 ml de la solution d’acrylamide 2,6% C-30% T, 1,3 ml
de TBE 20X, 6,1 ml d’eau distillée, 22 ul de la solution d’ammonium persulfate 10% et 4,5
ul de Temed. Les différents échantillons & analyser ont ét€ déposés sur gel en présence d’un

tampon d’équilibration composé de 1 g de glycérol, 400 ul d’une solution de bleu de
bromophénol 0,5% et 4,8 mi de TBE 20X.

L’électrophorése a utilisée le TBE 1X comme tampon de migration & 100 volts (voltage
constant) et s’est effectuée pendant 3,5 h.

2.9.3 Marqueurs de poids moléculaire et coloration des gels

Le tableau S présente la composition du mélange de marqueurs de poids moléculaire

utilisés (Bio-Rad Laboratories). La visualisation des protéines sur gels a été effectuée par
coloration au bleu de Coomassie.



Tableau 5. Composition du mélange de marqueurs de poids moléculaire

Protéine Poids moléculaire (kDa)
Myosin 203
B-galactosidase 118
Bovine serum albumin 86
Ovalbumin 51,6
Carbonic anhydrase 341
Soybean trypsin inhibitor 29
Lysosyme 19,2
Aprotinin 7.5




CHAPITRE III

RESULTATS

3.1 Utilisation de la transferrine comme source de fer par P. gingivalis

La croissance de différentes souches de P. gingivalis a été évaluée dans le milieu MBB
additionné de transferrine humaine comme seule source de fer. Le témoin négatif était
constitué du milieu MBB sans source de fer, et le témoin positif, du méme milieu
additionné d’hémine comme source de fer. Le tableau 6 résume les résultats obtenus.
Toutes les souches de P. gingivalis, reconnues comme infectieuses ou non dans un modéle
animal, se sont avérées capables d’utiliser la transferrine comme source de fer. Le milieu
MBB sans source de fer n’a pu permettre la croissance de P. gingivalis, tandis que le milieu

MBB supplémenté d’hémine a permis la croissance de toutes les souches.



Tableau 6. Croissance de différentes souches de P. gingivalis dans le milieu MBB
supplémenté ou non d’une source de fer

Souche® Supplément au milieu
Aucun Transferrine Hémine
33277 > +° +
381 - + +
49417 - + +
W50 - + +
W83 - + +

a. pathogénicité des souches indiquée au tableau 1
b. arrét de croissance suivant 1 4 4 transferts

¢. croissance pour au moins deux transferts additionnels suivant I’arrét de croissance dans
le milieu sans source de fer
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3.2 Mise en évidence du mécanisme d’acquisition du fer chez P. gingivalis
33277

Pour étre en mesure d’utiliser la transferrine comme source de fer, P. gingivalis doit
posséder au moins un mécanisme d’acquisition du fer. Les principaux mécanismes
connus & ce jour ont donc été étudiés en utilisant une culture de P. gingivalis dans le milieu

MBB sans source de fer, lequel permet la croissance pour environ deux transferts.
3.2.1 Activité de liaison de la transferrine aux cellules bactériennes

La méthode antérieurement décrite par Schryvers (131) fut utilisée pour la mise en
évidence d’une activité de liaison de la transferrine chez P. gingivalis 33277. Prevotella
nigrescens ATCC 33563 a servi de témoin positif, tandis que Actinobacillus
actinomycetemcomitans ATCC 29522, de témoin négatif. La figure 5 montre les résultats
obtenus. Les cellules de P. gingivalis n’ont démontré aucune activité de liaison de la
transferrine, tout comme celles de 4. actinomycetemcomitans. Au contraire, les cellules de

P. nigrescens se sont avérées capables de lier la transferrine.

3.2.2 Production de sidérophores

La méthode de Lindsay et Riley (132) fut utilisée pour détecter la production de
sidérophores par P. gingivalis. Cet essai est basé sur la capacité des sidérophores a capter le
fer d’un chélateur relativement faible, soit le Chrome Azurol S (CAS). La capture du fer lié
au CAS par le sidérophore se traduit par un changement de coloration. Les résultats obtenus
ont montré une absence de sidérophore dans le surnageant de culture de P. gingivalis
33277, tandis que le ferrichrome a démontré une importante activité sidérophore (données
non montrées).
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Figure 5. Activité de liaison de la transterrine chez trois especes bactériennes. A. P.

migrescens; B. A. uctinomycetemcomitans; C. P. gingivulis
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3.2.3 Activité réductase du fer ferrique

La présence d’une activité réductase fut déterminée en utilisant la méthode décrite par
Morrissey (116) qui est basée sur une augmentation de I’absorbance 4 520 nm suite a la
réduction du Fe’* en Fe?*. Les cellules et le surnageant de culture de P. gingivalis 33277
obtenus aprés croissance dans le milieu MBB ont été testés dans des conditions aérobies et
anaérobies. Les cellules de C. albicans Cal 4 ont servi de témoin positif. Le tableau 7
présente les résultats obtenus. Ceux-ci démontrent que sous des conditions aérobies, les
cellules et le surnageant de culture de P. gingivalis ne possédaient pas d’activité réductase
du fer ferrique. Au contraire, les cellules de C. albicans ont réduit le Fe’* en Fe?*. Lorsque
’essai fut réalisé en conditions d’anaérobiose, le surnageant de culture de P. gingivalis,

mais non les cellules bactériennes, a entrainé une réduction du fer ferrique en fer ferreux.
3.2.4 Capture du fer de la transferrine

Dans le but de confirmer 1’absence, chez P. gingivalis, d’une activité réductase du fer
ferrique et d’une production de sidérophores, une seconde méthode a été utilisée. Ainsi, une
électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence d’urée a été réalisée, aprés avoir
incubé les cellules ou le surnageant de culture de P. gingivalis 33277 en présence d’holo-
transferrine (protéine chargée en fer). Ce type d’électrophorése permet de différencier la
transferrine selon que la protéine est chargée en fer ou non. Les résultats, présentés a la
figure 6, ont démontré que ni les cellules ni le surnageant de culture de P. gingivalis 33277
ne captaient le fer de la transferrine suite a4 une incubation in vitro. Ces observations
confirment donc 1’absence d’une activité réductase et d’une production de sidérophores

chez ce microorganisme.
3.2.5 Activité protéolytique
Pour mettre en évidence la contribution possible des protéases de P. gingivalis dans

I"acquisition du fer de la transferrine, la capacité des cellules & dégrader cette protéine
plasmatique a été évaluée. Les cellules bactériennes ont été incubées en présence de
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Tableau 7. Activité réductase du fer ferrique chez P. gingivalis en conditions d’aérobiose et

d’anaérobiose
Fraction bactérienne Absorbance a 520 nm (essai 1/essai 2)
Aérobiose Anaérobiose
Cellules de P. gingivalis 33277 0,057/0,076 0,042/0,055
Surnageant de P. gingivalis 33277 0,083/0.040 0,375/0,366
Cellules de C. albicans Cal 4 0,163/0,214 ND*

a. non déterminé
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Figure 6. Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence d’urée de la holo-
transferrine incubée en présence des cellules ou du surnageant de P. gingivalis 33277. A.
Témoin d’apo-transferrine (forme sans fer), B. Témoin d’holo-transferrine (forme chargée
en fer); C. Holo-transferrine incubée en présence des cellules; D. Holo-transferrine incubée

en présence du surnageant de culture
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tranferrine pendant différentes périodes de temps, puis la dégradation de la transferrine a
été évaluée par électrophorése sur gel de polyacrylamide. La figure 7 illustre clairement que
P. gingivalis 33277 a dégradé la tranferrine avec production de fragments de plus faible
poids moléculaire, en fonction du temps d’incubation. Le poids moléculaire des principaux

fragments obtenus est estimé & 44, 50 et 53 kDa.

3.3 Analyse comparative d’activités protéolytiques et de croissance chez

différentes souches parentales et mutées de P. gingivalis

3.3.1 Activité Arg-gingipaine et Lys-gingipaine

Les deux principales activités protéolytiques de P. gingivalis soient Arg- et Lys-gingipaines
ont été mesurées chez les différentes souches a I’étude. Pour ce faire, les cellules et les
surnageants de culture ont été testés quant a leur capacité a hydrolyser le Bapna et le Blpna,
substrats synthétiques de I’Arg- et de la Lys-gingipaine respectivement. L’intensité de la
dégradation de ces deux substrats chromogéniques a pu étre évaluée grace a une mesure de
I'absorbance 4 405 nm. En effet, lorsque ces deux substrats sont hydrolysés, le p-

nitroaniline, un composé de couleur jaune, est produit.

Les tableaux 8 et 9 résument les résultats obtenus. Une valeur arbitraire de 100 a été
assignée pour les activités Arg- et Lys-gingipaines mesurées chez chacune des souches
parentales. Les activités des mutants ont été établies en fonction de leur souche parentale
respective. En général, les cellules ont démontré une plus grande activité protéolytique que
les surnageants de culture (Asosum = 0,692 pour les cellules de la souche 33277 et Asosom =
0,179 pour le surnageant de culture de 33277). Les cellules entiéres ont donc été
principalement utilisées au cours de I’étude.

Pour les surnageants de culture, celui du mutant spontané M3 a démontré une activité Arg-
gingipaine supérieure a sa souche parentale 33277, tandis que celui du mutant dirigé
KDP112 a révélé une activité Lys-gingipaine supérieure & celle de la souche parentale



203 ww— -
118 R

52 o

ik Mg e
34 *
19 -

Figure 7. Analyse par SDS-PAGE de la dégradation de la transferrine par P. gingivalis
33277. A. Marqueurs de poids moléculaires en kDa; B. Contréle transferrine; C. Incubation
de 2 h des cellules avec la transferrine; D. Incubation de 4 h des cellules avec la

transferrine; E. Incubation de 6 h des cellules avec la transferrine
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Tableau 8. Activité Arg-gingipaine et Lys-gingipaine des surmageants de culture des
différentes souches parentales et mutées de P. gingivalis

Souche % Activité (essai 1/essai 2)

Arg-gingipaine®

Lys-gingipaine”

33277 100 (A 050 = 0,179) 100 (A 4osnm = 0,042)

M1 30/40 80/80

M2 90/70 80/60

M3 500/400 40/ND
KDP112 20/30 540/560

381 100 (A 050m = 0,163) 100 (Ayosam = 0,075)
G102 50/30 020

MT10 4020 0/0

49417 100 (A qo50m = 0,442) 100 (Ayesam = 0,042)
49417NP 20720 70/ND

W50 100 (Asosnm = 0,135) 100 (A 050 = 0,059)
w501 60/60 80/80
WS0D7 60/60 90/110

W83 100 (Agosam = 0,237) 100 (A 05am = 0,169)
V2296 60/ND 30/50
WS3PM 70/ND 30/60

a. déterminé par mesure (Ayosem) de I’hydrolyse du substrat BAPNA
b. déterminé par mesure (A4osnn) de 1’hydrolyse du substrat BLPNA



Tableau 9. Activités Arg-gingipaine et Lys-gingipaine des cellules des différentes souches

parentales et mutées de P. gingivalis

Souche % Activité (essai 1/essai 2)
Arg-gingipaine® Lys-gingipaine®
33277 100 (A 05nm = 0,692) 100 (A 4050m = 0,575)
Ml 10/10 10/10
M2 30/40 0/10
M3 100/110 0/0
KDP112 0/0 80/90
381 100 (A4050m = 0,866) 100 (A4osam = 0,856)
G102 100/100 0/0
MT10 100/100 100/90
49417 100 (A o0 = 0,445) 100 (Aqosnm = 0210)
4941 7TNP 20/30 20/10
W50 100 (Agosom = 0,711) 100 (A 405nm = 0,718)
w501 100/130 110/110
Ww50D7 20/30 110/120
W83 100 (A40850m = 0,157) 100 (Ayesnm = 0,660)
V2296 60/ND 80/70
W83PM 80/80 110/120

a. déterminé par mesure (A4osun) de ’hydrolyse du substrat BAPNA
b. déterminé par mesure (Asosnm) de I’hydrolyse du substrat BLPNA
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33277. Les surnageants de culture des mutants G102 et MT10, quant 4 eux, ne possédaient
aucune activité Lys-gingipaine. En ce qui 4 trait aux autres mutants, leurs surnageants de
culture présentaient des pourcentages d’activités Arg- et Lys-gingipaine inférieurs & leur
souche parentale respective.

Les cellules des mutants spontanés M1, M2 et 49417NP n’ont démontré qu’un trés faible
niveau d’activités Arg- et Lys-gingipaines. Les mutants dirigés KDP112 et G102, quant &
eux, ne possédaient plus I’activité Arg-gingipaine et Lys-gingipaine, respectivement. Les
cellules du mutant spontané M3 ont démontré un niveau d’activité Arg-gingipaine similaire
a celui de la souche 33277, alors que leur niveau d’activité Lys-gingipaine s’est avéré nul.
Le mutant W50D7 a démontré un faible taux d’activité Arg-gingipaine. En ce qui a trait
aux autres mutants, les niveaux d’activités Arg- et Lys-gingipaines de leurs cellules se sont
avérés comparables, parfois légérement inférieurs ou supérieurs, a ceux de leur souche
parentale.

3.3.2 Croissance en présence de transferrine comme source de fer

La croissance des différentes souches mutées de P. gingivalis a été vérifiée dans le milieu
MBB additionné de transferrine comme seule source de fer. Le témoin négatif était
constitué du milieu MBB sans source de fer, et le témoin positif, du méme milieu
additionné d’hémine comme source de fer. Les résultats, présentés au tableau 10, montrent
que tous les mutants ont pu utiliser la transferrine comme source de fer, 4 I’exception des
mutants spontanés M1, M2 et 49417NP.

3.3.3 Dégradation de la transferrine

La capacité des cellules entiéres des différentes souches parentales et mutées de P.
gingivalis & dégrader la transferrine a été évaluée par électrophorése sur gel de
polyacrylamide. Lorsqu’incubées en présence de la transferrine, toutes les souches testées
se sont avérées capables de dégrader la protéine, exception faite des mutants spontanés M1,
M2 et 4941 7NP (Tableau 11). Les profils de dégradation de la transferrine ont cependant
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Tableau 10. Croissance de différentes souches parentales et mutées de P. gingivalis dans le
milieu MBB supplémenté ou non d’une source de fer

Souche Supplément au milieu
Aucun Transferrine Hémine

33277 & +° +
M1 - - +
M2 - - +
M3 - + +
KDP112 - + +
381 - + +
G102 - + -
MT10 - + +
49417 - + +
49417NP - - +
w5 0 - + +
w501 - + +
WSs0D7 - + +
W83 - + +
V2296 - + +
W83PM - + +

a. arrét de croissance suivant 1 a 4 transferts

b. croissance pour au moins deux transferts additionnels suivant I’arrét de croissance dans
le milieu sans source de fer
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Tableau 11. Dégradation de la transferrine par les cellules des différentes souches de P.
gingivalis

Souche Dégradation de la transferrine"
33277 +b
Ml B
M2 -
M3 +
KDP112 +
381 +
G102 +
MTI10 +
49417 +
49417NP -
W50 +
w501 +
Ws50D7 +
W83 +
W83PM +
V2296 +

a. déterminé par analyse SDS-PAGE de la transferrine incubée en présence des cellules
entiéres
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démontré des différences au niveau des fragments générés entre les différentes souches

parentales de P. gingivalis, de méme qu’entre une souche parentale et ses mutants (données

non montrées).

Afin d’établir un lien entre la capacité a croitre en présence de transferrine comme source
de fer et la dégradation de celle-ci, les surnageants de culture obtenus suite 4 une premiere
croissance des différentes souches dans le milieu MBB additionné de transferrine ont été
analysés par SDS-PAGE. Les figures 8, 9, 10 et 11 illustrent les résultats obtenus.

Les résultats démontrent clairement que toutes les souches sauvages de P. gingivalis
dégradent la transferrine lors de la croissance. Les quelques différences obtenues entre le
profil de dégradation de la transferrine par la souche 33277 aux figures 8 et 10 sont dues au
fait que les surnageants n’ont pas été récoltés exactement au méme stade de la croissance.
Les mutants M1 et M2 n'ont pas été en mesure de dégrader la transferrine
significativement, de méme que le mutant 49417NP qui n’a entrainé qu’une dégradation
partielle de la protéine. Toutes les autres souches mutantes ont dégradé la transferrine et
généré différents fragments.

3.4 Analyse détaillée de la dégradation et de I’utilisation de la transferrine

par P. gingivalis

3.4.1 Détermination de I’effet du niveau de saturation en fer de la transferrine sur sa
susceptibilité a la dégradation protéolytique

Dans le but de vérifier si le niveau de saturation en fer de la transferrine modifie sa
susceptibilité vis-a-vis P. gingivalis 33277, une comparaison de la dégradation de I’apo-
transferrine (forme non chargée en fer) 4 celle de I’holo-transferrine (forme chargée en fer)
a été effectuée. Les analyses par SDS-PAGE et Western immunoempreinte n’ont révélé

aucune différence notable entre les deux types de transferrine (données non montrées).
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Figure 8. Analyse SDS-PAGE des surmageants de culture de P. gingivalis 33277 et 49417
et de leurs mutants spontanés suite a une croissance (24 h) dans le milieu MBB additionné
de transfernne. A. Marqueurs de poids moléculaire en kDa; B. Milieu MBB additionné de
transferrine non ensemenceé; C. 33277, D. ML E. M2; F. M3; G. 49417; H. 49417NP
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Figure 9. Analyse SDS-PAGE des surnageants de culture de . gingivalis 381 et de ses
mutants dingés suite 4 une croissance (11 h) dans le miliecu MBB additionné de
transferrine. A. Marqueurs de poids moléculaire en kDa; B. Milieu MBB addiuonné de
transferrine non ensemence; C. 381; D. G102; E. MT10
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Figure 10. Analyse SDS-PAGE des sumageants de culture de 7. gingivalis W83 et 33277 et
de leurs mutants dirigés suite a une croissance (11 h) dans le milieu MBB additionné de
transferrine. A. Marqueurs de poids moléculaire en kDa; B. Milieu MBB additionné de
transferrine non ensemencé; C. W83; D. W83PM; E. V2296; F. 33277, G. KDP112
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Figure 11. Analyse SDS-PAGE des surnageants de culture de P. gingivalis W50 et de ses
mutants dirigés suite a4 une croissance (l11 h) dans le milicu MBB additionné de
transferrine. A. Marqueurs de poids moléculaire en kDa;, B. Milieu MBB additionné de

transterrine non ensemence; C. W50; D. WS0D7; E. WS501



3.4.2 Détection de fragments de transferrine s’attachant aux cellules

Afin de mettre en évidence une liaison possible de fragments de transferrine aux cellules de
P. gingivalis 33277, suite 4 la dégradation de la protéine, une analyse par western
immunoempreinte a été effectuée. Les cellules ont d’abord été incubées en présence de
transferrine, puis récoltées par centrifugation. Les cellules et le surnageant de 1’essai ont été
analysés par SDS-PAGE suivi d’une détection des fragments de transferrine par utilisation
d’un anticorps anti-transferrine. Selon les résultats présentés a la figure 12, les cellules de

P. gingivalis ne semblent pas lier de fragments de transferrine suivant la dégradation de la
protéine.

3.4.3 Détermination de I’effet d’inhibiteurs de glycosidases sur la dégradation de la

transferrine

Dans le but de vérifier si les activités glycosidases de P. gingivalis 33277 participent 4 la
dégradation de la transferrine en hydrolysant les sucres pour rendre la protéine susceptible a
’action des protéases, les cellules bactériennes ont été incubées en présence de transferrine
et de divers inhibiteurs de glycosidases. La dégradation de la transferrine a par la suite été
évaluée par analyse SDS-PAGE. Les résultats résumés au tableau 12 montrent qu’aucun
des inhibiteurs de glycosidases testés n’a inhibé la dégradation de la transferrine par P.
gingivalis 33277.

3.4.4 Détermination de D’effet d’inhibiteurs de protéases sur la dégradation de
différents substrats par P. gingivalis 33277

3.4.4.1 Activité Arg-gingipaine et Lys-gingipaine

L’effet de différents inhibiteurs de protéases sur la dégradation des substrats synthétiques,
Bapna et Blpna, a été évalué afin de connaitre leurs effets sur les activités Arg- et Lys-
gingipaines. Le tableau 13 résume les résultats obtenus. L’hydrolyse du Bapna et du Blpna
a pu étre inhibée a différents degrés par certains inhibiteurs. Le TLCK, I’Ac-Arg-CH.Cl, le
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Figure 12. Analyse par SDS-PAGE et Western immunoempreinte des fragments de
transferrine se liant aux cellules de P. gingivalis 33277 A. Marqueurs de poids moléculaire
en kDa;, B. Témoin de transferrine; C. Cellules récoitées suite a |’incubation avec la

transferrine; D. Surnageant de I’essai suite a I’incubation des cellules avec la transferrine



Tableau 12. Effet de différents inhibiteurs de glycosidases sur la dégradation de la
transferrine par P. gingivalis 33277

Inhibiteur Dégradation de la transferrine®
Aucun +
Acétamide +
Acide dehydro-2deoxy-N-acetyl- +
neuraminique
N-acetyl-D-glucosamine +
Acide N-acetyl-neuraminique +

a. déterminé par analyse SDS-PAGE



Tableau 13. Effet de différents inhibiteurs de protéases sur les activités Arg- et Lys-
gingipaines de P. gingivalis 33277

Inhibiteur % Activité (essai 1/essai 2)
Arg-gingipaine® Lys-gingipaine”
Aucun 100/100 100/100
EDTA 40/ND° 100/100
AEBSF 90/100 100/90
DFP 90/100 70/70
Pepstatin 100/ND 90/ND
PCMP 100/100 70/50
TLCK 10/20 0/0
[odoacetamide 80/90 30/20
Leupeptin 0/30 80/100
Ac-Arg-CH,Cl 0/30 40/30
Bestatin 100/100 100/100
FPRCK 20/ND 40/ND
E-64 100/80 80/100
Antipain 0/20 30/30
Cystatin 30/ND 70/80

a. déterminé par mesure (A4osun) de I’hydrolyse du substrat BAPNA

b. déterminé par mesure (Asosam) de I’hydrolyse du substrat BLPNA
¢. non déterminé
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FPRCK et I'antipain ont inhibé fortement les activités Arg- et Lys-gingipaines de P.
gingivalis. La leupeptin, le EDTA et la cystatin ont produit une forte inhibition de 1’activité
Arg-gingipaine, mais n’ont eu que peu d’effet sur D’activité Lys-gingipaine. Enfin,
I’ioacétamide a inhibé fortement ’activité Lys-gingipaine et n’a eu aucun effet sur ’activité
Arg-gingipaine.

3.4.4.2 Dégradation de la transferrine

Afin de connaitre I'importance relative et la contribution des activités Arg- et Lys-
gingipaines de P. gingivalis lors de la dégradation de la transferrine; différents inhibiteurs
de protéases ont été ajoutés aux essais réactionnels.

Suite 4 une incubation de 6 heures & 37°C, certains inhibiteurs de protéases ont inhibé a
différents degrés la dégradation de la transferrine par P. gingivalis (figure 13). Les
inhibitions les plus fortes ont été obtenues avec le TLCK et I’iodoacetamide, alors que des
inhibitions partielles ont été obtenues avec I’Ac-Arg-CH,Cl, I’antipain, ’AEBSF et le
FPRCK.

Une inhibition de la dégradation de la transferrine par P. gingivalis a donc été obtenue en
utilisant des inhibiteurs de cystéine-protéases tel que le TLCK. Toutefois une légére
dégradation de la protéine était quand méme observée en présence de cette classe
d’inhibiteur. Pour déterminer si une protéase appartenant a ’'une des trois autres classes
pouvait étre responsable de cette faible dégradation de la transferrine, le TLCK a été
combiné & un inhibiteur de chacune des trois classes et testé dans 1’essai. Les résultats
présentés a la figure 14 démontrent que seul le DFP, un inhibiteur de sérine-protéases,
semblait avoir un effet inhibiteur additif sur la dégradation de la transferrine lorsque
combiné au TLCK. Pour confirmer les résultats obtenus précédemment, I’essai fut répété en
utilisant un autre inhibiteur de sérine-protéases, I’AEBSF. Les résultats obtenus ont été
comparables a ceux du DFP (données non montrées).
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Figure 13. Effet d’inhibiteurs de protéases sur la dégradation de la transfermne par P.
gingivalis 33277. GEL A. A. Marqueurs de poids moléculaire en kDa; B. Transferrine; C.
Aucun inhibiteur; D. EDTA; E. AEBSF; F. DFP; G. Pepstatin GEL B. A. Marqueurs de
poids moléculaire en kDa; B. Transferrine; C. Aucun inhibiteur; D. PCMP; E. TLCK; F.
[odoacetamide; G. Leupeptin; H. Ac-Arg-CH,Cl; . E64; J. Antipain; K. Cystatin; L.
Bestatin; M. FPRCK
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Figure 14. Effet de différentes combinaisons d’inhibiteurs de protéases sur la dégradation
de la transferrine par . gingivulis 33277. A. Marqueurs de poids moléculaire ¢n kDa; B.
Transferrine; C. Aucun inhibiteur; D. TLCK; E. TLCK+EDTA. F. TLCK+DFP; G.
TLCK+Pepstatin
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3.4.5 Effet d’inhibiteurs de protéases sur la croissance de P, gingivalis en présence de
transferrine comme source de fer

L’effet de différents inhibiteurs de protéases sur la croissance de P. gingivalis 33277 et
KDP112 en présence de transferrine comme seule source de fer a été évalué. Pour ce faire,
des inhibiteurs de cystéine-protéases ont été ajoutés a raison de 200 pg/mL au milieu MBB
additionné de transferrine ou d’hémine comme source de fer. Le milieu MBB sans
supplément a servi de témoin négatif tandis que celui additionné d’hémine, de témoin
positif. Les résultats présentés au tableau 14 démontrent que I'incorporation de ces
inhibiteurs de protéases au milieu MBB additionné d’hémine n’a produit aucune inhibition
de la croissance de P. gingivalis. La croissance de cette bactérie a cependant été fortement

inhibée lorsque le TLCK ou la leupeptin étaient présents dans le milieu MBB additionné de
transferrine.

3.4.6 Détermination de I’effet de I’ajout de protéases sur la capacité des souches M1 et
M2 A croitre en présence de transferrine

Dans le but de vérifier si I’incapacité des mutants spontanés M1 et M2 i croitre en présence
de transferrine comme source de fer résultait de leur incapacité & dégrader cette protéine,
une source de protéases, la trypsine, a été ajoutée au milieu de culture. Les résultats obtenus
ont montré que ’ajout de cette protéase ne pouvait permettre la croissance des souches M1
et M2 dans le milieu MBB additionné de transferrine. L’action de la trypsine sur la
transferrrine a alors été vérifiée par analyse SDS-PAGE. Cette expérience, illustrée a la
figure 15, a montré que la transferrine était dégradée par la trypsine, mais que les
principaux fragments générés (28 et 57 kDa) n’étaient pas les mémes que ceux (44, 50 et 53
kDa) produits par P. gingivalis.
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Tableau 14. Effet de différents inhibiteurs de protéases sur la croissance de P. gingivalis
33277 et KDP112

Inhibiteur® Croissance
MBB seul MBB+Transferrine MBB+Hémine
Aucun R +° +
TLCK - - +
Leupeptin - - +
FPRCK - + +
Antipain - + +

a. additionné au milieu de culture a raison de 200 pg/ml
b. arrét de croissance suivant 1 a 4 transferts

c. croissance pour au moins deux transferts additionnels suivant I’arrét de croissance dans
le milieu sans source de fer
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Figure 15. Dégradation de la transferrine présente dans le milieu de culture MBB par la
trypsine. A. Marqueurs de poids moléculaire en kDa, B. Milieu MBB additionn¢ de
transferrine; C. Milieu MBB additionné de transferrine et de trypsine (5 ug/mi); D. Milieu
MBB additionné de transferrine et de trypsine (25 pg/mi)
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3.4.7 Comparaison des croissances des souches parentales et mutées de P. gingivalis en

présence de transferrine comme source de fer

Les croissances de P. gingivalis 33277 et du mutant KDP112 ont été comparées dans le
milieu MBB additionné de transferrine, afin de vérifier la contribution de I’activité Arg-
gingipaine dans ’acquisition du fer de la transferrine durant la croissance. De méme, les
croissances de la souche 381 et du mutant G102 ont été comparées, afin de vérifier, cette
fois, la contribution de I’activité Lys-gingipaine dans I’acquisition du fer de la transferrine.
Le tableau 15 présente les densités optiques finales obtenues pour les différentes
croissances. Peu de différences entre les croissances des souches parentales et mutées dans
le milieu MBB additionné d’hémine ont été observées. Pour les croissances dans le milieu
MBB additionné de transferrine, les souches 381 et G102 se sont comportées d’une fagon
comparable.

Par contre, les croissances des souches 33277 et KDP112 ont présenté des différences
significatives. Les résultats de ces croissances, présentés a la figure 16, montrent que les
deux souches pouvaient croitre dans le milieu MBB additionné de transferrine. Toutefois, la
souche mutante atteignait une densité¢ optique beaucoup moins élevée que la souche
parentale (0,47 par rapport a 0,85). De plus, le temps de latence de la souche 33277 s’est
avéré plus court que celui du mutant KDP112, de méme que le temps de génération (3 h par
rapport d 8 h).

3.5 Evaluation du sérum humain comme milieu de culture pour P.

gingivalis et de son effet sur Pactivité protéolytique
3.5.1 Croissance dans le sérum humain actif et inactif
La capacité de différentes souches de P. gingivalis, pathogéne (W50) ou non (33277) dans

un modéle animal, a croitre dans du sérum humain dilué (1:5 pour W50 et 1:10 pour 33277)
a été évaluée dans le but de se rapprocher du contexte in vivo.
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Tableau 15. Croissance de différentes souches de P. gingivalis dans le milieu MBB

additionné de diverses sources de fer

Souche Densité optique finale (essai 1/essai 2)
Hémine Transferrine
33277 0.95/0.95 0.85/0.85
KDP112 0.88/0.90 0.44/0.47
381 0.78/0.83 0.54/0.59
G102 0.75/0.78 0.52/0.47
MT10 0.68/0.67 0.47/0.48
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Figure 16. Croissance de P. gingivalis 33277 et KDP112 dans le milieu MBB additionné de
transferrine
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Les résultats du tableau 16 montrent clairement que la souche pathogéne (W30) a atteint
une densité optique finale dans le sérum beaucoup plus élevée que la souche non pathogéne
(33277). De plus, il existe une différence de croissance significative (densité optique finale)
entre la souche mutante KDP112 et sa souche parentale 33277. Cette différence a
également été vérifiée en évaluant le nombre d’unités formatrices de colonies (UFC) sur
une gélose-sang aprés croissance des deux souches dans le sérum. Les résultats obtenus
montrent que le nombre d’UFC pour la souche 33277 (5,6 x 10°) est supérieur & celui de la
souche KDP112 (7 x 107) aprés 36 h de croissance. De plus, le nombre d’UFC obtenu pour
le mutant KDP112 aprés 36 h de croissance est sensiblement le méme que celui obtenu au
temps 0.

Dans le but de vérifier si la faible croissance de P. gingivalis 33277, comparativement a la
souche W50, dans le sérum humain était due a la sensibilit¢ de cette souche a I’effet
bactéricide du sérum, la croissance dans du sérum actif et inactivé a la chaleur a été
comparée. La souche 33277 ne semblait pas sensible a I’effet bactéricide du sérum, puisque

le sérum inactivé ou non a donné sensiblement les mémes résultats (données non montrées).
3.5.2 Dégradation de différents substrats en présence de sérum humain
3.5.2.1 Activité Arg-gingipaine et Lys-gingipaine

Afin d’évaluer s’il existe un lien entre la capacité a croitre dans le sérum humain et le
niveau d’activités protéolytiques des souches bactériennes en présence de sérum, I’'impact
du sérum humain sur I’hydrolyse du Bapna et du Blpna par P. gingivalis a été évalué. La
souche W50, pathogéne dans un modéle animal, ainsi que la souche non pathogéne 33277
ont été testées. Les mutants de ces souches ont également été inclus dans les essais.

Comme le montre le tableau 17, I’hydrolyse du Blpna, donc I’activité Lys-gingipaine, a été
affectée en présence de sérum humain pour les deux souches. Par contre, les souches
pathogéne et non pathogéne se comportent différemment en ce qui a trait & ’hydrolyse du



Tableau 16. Croissance de différentes souches de P. gingivalis dans du sérum humain

Souche Densité optique a 660 nm (culture de 36 h)
w50 0,90
w501 0,95

WSs0D7 0,90
33277 0,21

KDP112 0,01




Tableau 17. Comparaison des activités Arg- et Lys-gingipaines de P. gingivalis en présence

ou non de sérum humain

Souche  Arg-gingipaine * (essai l/essai 2) Lys-gingipaine ° (essai 1/essai 2)

Sans sérum Avec sérum Sans sérum Avec sérum

33277 0,547/0,532 0,419/0,388 0,519/0,534 0,188/0,181

KDP112 0,020/0,021 0,048/0,107 0,063/0,120 0,049/0,116

W50 0,260/0,101 0,407/0,168 0,233/0,518 0,139/0,219

w501 0,122/0,443 0,211/0,475 0,531/0,531 0,340/0,263

W50D7 0,035/0,040 0,040/0,060 0,217/0,140 0,107/0,097

a. déterminé par mesure (Asosqm) de ’hydrolyse du substrat BAPNA
b. déterminé par mesure (A4osnm) de ’hydrolyse du substrat BLPNA
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Bapna en présence de sérum. L’activité Arg-gingipaine de la souche pathogéne s’est avérée

favorisée, alors que celle de la souche non pathogéne était plutot diminuée.
3.5.2.2 Dégradation de la transferrine

La dégradation par P. gingivalis 33277 de la transferrine présente dans le sérum humain a
été évaluée. Les cellules bactériennes ont €té incubées en présence du sérum, puis un SDS-
PAGE suivi d’'un western immunoempreinte ont été réalisés. Un anticorps anti-transferrine
a permis la visualisation de la transferrine et de ses fragments sur la membrane de
nitrocellulose. Les résultats illustrés a la figure 17 montrent que P. gingivalis était capable
de dégrader la transferrine présente dans le sérum humain.

3.53 Effet des conditions de croissance de P. gingivalis sur la dégradation de
différents substrats

Dans le but d’évaluer si les conditions de croissance influencent les activités protéolytiques
de P. gingivalis 33277, ’hydrolyse des deux substrats chromogéniques, Bapna (activité
Arg-gingipaine) et Blpna (activité Lys-gingipaine), par les cellules et le surnageant de
culture a été comparée aprés croissance dans le sérum humain et dans le milieu MBB
additionné d’hémine.

Les résultats présentés au tableau 18 montrent qu’il existe certaines différences entre le
niveau d’activité Arg- et Lys-gingipaines des cellules et sumageants de culture aprées
croissance dans le sérum ou le milieu MBB. Le sumageant de culture provenant d’une
croissance dans le sérum possédait plus d’activité Arg-gingipaine que celui provenant du
milieu MBB. D’autre part, les cellules provenant d’une croissance dans le sérum
possédaient plus d’activité Lys-gingipaine que celles cultivées dans le milieu MBB.

La capacité de dégradation de la transferrine par des cellules de P. gingivalis 33277 ayant
été cultivées dans le sérum et dans le milieu MBB additionné d’hémine a été comparée. Les
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Figure 17. Analyse SDS-PAGE et western immunoempreinte de la dégradation de la
transferrine présente dans le sérum humain par P. gingivalis 33277 en fonction du temps
d’incubation. A. Marqueurs de poids moléculaire en kDa; B. Sérum; C. Incubation de 2

heures; D. Incubation de 4 heures; E. Incubation de 6 heures
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Tableau 18. Activité Arg- et Lys-gingipaines des cellules et du surnageant de culture de P.
gingivalis 33277 selon différentes conditions de croissance

Fraction Conditions de Activité Arg-gingipaine® Activité Lys-gingipaine®
croissance (essai 1/essai 2) (essai 1/essai 2)
Surnageant Sérum 0,570/0,646 0,174/0,181
Milieu MBB + hémine 0,296/0,447 0,108/0,190
Cellules Sérum 0,528/0,518 0,900/0,941
Milieu MBB + hémine 0,551/0,547 0,768/0,557

a. déterminé par mesure (Ayosnm) de I’hydrolyse du substrat BAPNA
b. déterminé par mesure (A.osnm) de I’hydrolyse du substrat BLPNA
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résultats obtenus ont montré qu’il n’y avait pas de différences notables entre les deux
dégradations (données non montrées).

3.5.4 Croissance dans le sérum humain supplémenté de différentes sources de fer

Dans le but de déterminer si I’incapacité du sérum humain 4 supporter la croissance de P.
gingivalis 33277 était due a I’incapacité de cette bactérie 4 combler efficacement ses
besoins en fer, différentes sources de fer ont été ajoutées au sérum. Les résultats de ces
croissances, présentés au tableau 19, révélent que le sérum humain permettait une meilleure
croissance de P. gingivalis 33277 lorsqu’il était supplémenté en hémine ou FeCl;. Les
différentes densités optiques atteintes par la souche 33277 dans le sérum humain présentées
aux tableaux 16 et 19 sont probablement dues a certains facteurs physiques influengant la

croissance comme 1a température et la présence d’oxygéne dans la chambre anaérobie.

3.6 Analyse comparative de activité protéolytique de cultures obtenues

suite 2 des conditions de croissance riches et pauvres en fer

Dans le but de vérifier si les conditions en fer lors de la croissance influencent les activités
protéolytiques de P. gingivalis, différents essais ont été effectués. Les cellules et les
surnageants de culture ont été récoltés aprés croissance dans le milieu MBB sans
suppiément et additionné de différentes sources de fer, soient I’hémine ou la transfermne.
Dans un premier temps, I’hydrolyse du Bapna et du Blpna par les cellules et les surnageants
de culture provenant des trois différents milieux a été testée.

Comme montré au tableau 20, les conditions de croissance ont influencé les activités
protéolytiques Arg- et Lys-gingipaine de P. gingivalis 33277. Les cellules ayant été
cultivées en présence de transferrine ou dans un milieu déficient en fer semblaient posséder
deux fois plus d’activité que les cellules cultivées dans le milieu contenant de I’hémine. Au
contraire, |’activité Arg-gingipaine s’est révélée étre environ deux fois plus forte lorsque le

surnageant provenait de la croissance dans le milieu MBB additionné d’hémine



Tableau 19. Croissance de P. gingivalis 33277 dans le sérum humain sans supplément ou
additionné de différentes sources de fer

Supplément au sérum Densité optique a 660 nm suite a une

croissance de 48 h (essai 1/essai 2)

Aucun 0,00/0,00
Hémine 0,45/0,36
FeCls 0,80/0,90
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Tableau 20. Comparaison des activités Arg- et Lys-gingipaines des cellules et surnageants
de P. gingivalis 33277 provenant de différents milieux de culture

Fraction  Supplémentau milieu MBB  Arg-gingipaine®  Lys-gingipaine’

(essai 1/essai 2) (essai l/essai 2)
Cellules Aucun 1,084/0,867 0,356/0,398
Hémine 0,549/0,489 0,387/0,356
Transferrine 1,163/0,949 0,702/0,679
Surnageant Aucun 0,266/0,272 0,070/0,117
Hémine 0,719/0,669 0,127/0,216
Transferrine 0,273/0,291 0,106/0,106

a. déterminé par mesure (Asosnm) de 1’hydrolyse du substrat BAPNA
b. déterminé par mesure (A4osan) de I’hydrolyse du substrat BLPNA



86

comparativement aux deux autres milieux. L’activité Lys-gingipaine des cellules ayant été
cultivées en présence de transferrine s’est révélée étre environ deux fois plus forte que celle

des cellules cultivées dans les deux autres milieux.

Dans un deuxiéme temps, les cellules provenant de ces trois conditions de culture
différentes ont été incubées en présence de transferrine et la dégradation de celle-ci a été
vérifiée par analyse SDS-PAGE. Les profils de dégradation obtenus ont montré qu’il n’y
avait pas de différence observable (données non montrées).



CHAPITRE IV

DISCUSSION

P. gingivalis a été particuliérement associé a la parodontite chronique de 1’adulte, une
réaction inflammatoire en réponse a une surcroissance bactérienne qui méne a une
destruction des tissus de soutien de la dent. Pour étre en mesure de se multiplier au site de
I’infection, cette bactérie requiert entre autre une source de fer. Le fer n’est cependant pas
présent sous une forme libre dans les fluides biologiques comme le fluide créviculaire, se
trouvant plutét complexé a des protéines de 1'héte telles la transferrine. P. gingivalis doit
donc posséder un mécanisme lui permettant d’acquérir le fer de la transferrine. L’objectif
de mon projet de maitrise était de démontrer le rdle des protéases de P. gingivalis dans
I’acquisition du fer de la transferrine humaine.

Dans un premier temps, la croissance de P. gingivalis a été évaluée dans un milieu de
cuiture contenant la transferrine humaine comme seule source de fer. Le milieu MBB a été
choisi pour ces expériences, car il contient une quantité de fer insuffisante pour supporter la
croissance a long terme de P. gingivalis. Cinq souches de P. gingivalis (33277, 381, 49417,



W50 et W83) ont été utilisées, afin de démontrer une certaine reproductibilité au sein de
’espéce. Les résultats obtenus ont d’ailleurs été comparables pour les cinq souches. Le
milieu MBB seul, c’est-d-dire sans source de fer, n’a pu supporter la croissance a long
terme des différentes souches. Par contre, lorsqu’une source de fer était ajoutée au milieu
de culture soit I’hémine ou la transferrine, la croissance des différentes souches était
possible pour plusieurs transferts successifs. Ces résultats démontrent qu’un apport en fer
est essentiel pour la croissance de P. gingivalis et que ’hémine, qui est une source de fer
classiquement utilisée dans les milieux de culture, ou la transferrine peuvent étre utilisé par
ce microorganisme pour combler ses besoins en fer. D’ailleurs, d’autres chercheurs (125,

127, 134) ont déja démontré que P. gingivalis peut utiliser la transferrine humaine comme
source de fer.

Le mécanisme par lequel P. gingivalis acquiert le fer de la transferrine demeure cependant
incompris. C’est pourquoi, dans un deuxiéme temps, les quatre mécanismes connus
d’acquisition du fer de la transferrine (activité de liaison de la transferrine, production de
sidérophores, activité réductase du fer ferrique et activité protéolytique) ont été étudiés chez
P. gingivalis 33277, qui a été choisi comme souche type de l’espéce. Premiérement,
I’activité de liaison de la transferrine par les cellules entiéres a été évaluée par la technique
de Schryvers (131). Aucune activité de liaison de la transferrine n’a pu étre détectée. Ce
résultat va cependant a4 I’encontre de ceux obtenus par Tazaki et coll. (128) qui ont
démontré, par ['utilisation de transferrine marquée & 1"'2’I, une activité de liaison de la
transferrine chez P. gingivalis 381, 33277 et W83. Cette activité serait selon eux spécifique
et réversible et constituerait une premiére étape dans 1’acquisition du fer de I’hdte par ce
microorganisme. Cette divergence au sujet des résultats pourrait s’expliquer par des
différences au niveau des techniques utilisées. L’emploi de la transferrine radioactive
permet sans aucun doute d’améliorer la sensibilité¢ de la méthode, cependant il resterait a
confirmer si ce niveau d’activit¢ de liaison contribue d’une fagon significative a
’acquisition du fer de la transferrine dans des conditions physiologiques. De plus, le fait
que Tazaki et coll. (128) n’aient pas inclu de contrles positif et négatif rend difficile
I’estimation du niveau réel d’activité de liaison de la transferrine.
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Deuxiémement, la production de sidérophores, des molécules chélatrices de fer, a été
vérifiée dans le sumageant de culture de P. gingivalis 33277 par un essai colorimétrique.
Les résultats ont montré que le mécanisme d’acquisition du fer chez P. gingivalis est
indépendant de la production de sidérophores. Le troisiéme mécanisme d’acquisition du fer
de la transferrine vérifié implique une activité réductase du fer ferrique. Le fer ferrique qui
est insoluble devient alors, par perte d’électrons, du fer ferreux lequel est soluble et donc
assimilable par les cellules bactériennes. Lorsque l’essai a été réalis¢é en conditions
d’aérobiose, aucune activité réductase du fer ferrique n’a pu étre détectée chez les cellules
et dans le surnageant de culture de P. gingivalis 33277. Cependant en conditions
d’anaérobiose, le surnageant de culture a entrainé une réduction du fer ferrique en fer
ferreux. La capacité du surnageant de culture a réduire le fer ferrique est probablement due
aux conditions anaérobies qui implique un environnement réduit. Afin de confirmer
I’'absence d’une production de sidérophores et d’une activité réductase, une seconde
méthode a été utilisée soit 1’électrophorése en présence d’urée. Ce type d’électrophorese
permet de visualiser différemment la transferrine chargée en ions ferriques ou non chargée.
Aprés incubation des cellules bactériennes ou du surnageant de culture en présence de holo-
transferrine (forme chargée en fer) et analyse par électrophorése en présence d’urée, les
résultats ont montré que le niveau de saturation en fer de la transferrine est demeuré. S’il y
avait eu présence de sidérophores ou d’activité réductase, le fer présent sur la transferrine
aurait été largué et les résultats auraient montré la transferrrine sous sa forme apo qui est
non chargée en fer. L’ensemble de ces résultats permet donc de conclure a I’absence de
production de sidérophores et d’activité réductase du fer ferrique chez P. gingivalis.

Pour mettre en évidence la participation des protéases bactériennes dans le processus
d’acquisition du fer de la transferrine, la capacité de P. gingivalis 33277 & dégrader la
transferrine a été évaluée par analyse SDS-PAGE. Les cellules de P. gingivalis se sont
avérées capables de dégrader la transferrine en fragments de faible poids moléculaire,
lorsqu’incubées en présence de la protéine.

Il est reconnu que la majorité de l’activité protéolytique associée aux cellules de P.

gingivalis est due a la présence de gingipaines (34). Celles-ci sont réparties en deux
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catégories selon leur mode d’action sur les substrats; Arg-gingipaine pour celles qui
coupent aprés I’acide aminé arginine, et Lys-gingipaine pour celles qui coupent aprés
I’acide aminé lysine. La transferrine est composée de 630 acides aminés, dont 23 sont des
arginines et 56 des lysines (92). Il est donc logique de suggérer que la transferrine ait été
clivée aprés les acides aminés arginine ou lysine accessibles aux gingipaines de P.
gingivalis. Cette capacité de P. gingivalis & dégrader la transferrine semble étre de premiére
importance dans 1’acquisition du fer de cette protéine, étant le seul mécanisme d’acquisition
du fer de la transferrine qui a pu étre démontré chez ce microorganisme. La dégradation de
la transferrine en fragments de faible poids moléculaire faciliterait soit le largage du fer de
la transferrine, soit 1’assimilation par la cellule de peptides auxquels du fer serait li€.

D’autres études seront cependant nécessaires pour élucider ces derniéres suppositions.

Dans le but de confirmer le réle des protéases de P. gingivalis dans Iacquisition du fer de
la transfernine, des mutants déficients pour certaines activités protéolytiques ont été
utilisées. En premier lieu, les niveaux d’activités Arg- et Lys-gingipaines des différents
mutants par rapport aux souches parentales ont été évalués grice a I’utilisation de substrats
chromogéniques. Puis, ces différentes souches ont été testées quant a leur capacité a

dégrader la transferrine et a croitre en présence de cette protéine comme seule source de fer.

Les mutants spontanés M1, M2 et 49417NP, déficients en activités Arg- et Lys-gingipaines,
n’ont pu dégrader la transferrine suite & une incubation in vitro. De plus, ils n’ont dégradé
que minimalement la protéine lors d’une premiére croissance dans un milieu sans source de
fer. Ceci a pu étre évalué, car la croissance de P. gingivalis est possible, pour un nombre
limité de transferts, dans un milieu sans source additionnelle de fer grice aux réserves
d’hémine que ce microorganisme accumule au niveau de sa membrane externe lors d’une
croissance préalable en milieu supplémenté en hémine. Les mutants M1, M2 et 49417NP,
n’ont cependant pu croitre, 4 long terme, dans un milieu contenant la transferrine comme
seule source de fer. Ces résultats suggérent un lien entre la possession des activités Arg- et
Lys-gingipaines et la capacité des bactéries a dégrader et utiliser la transferrine comme
source de fer. En outre, la dégradation de la transferrine semble essentielle pour que le
microorganisme puisse utiliser le fer présent sur cette protéine. L’utilisation de mutants
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spontanés déficients en activités Arg- et Lys-gingipaines a permis de suggérer ces
conclusions. Toutefois, ceci devrait étre confirmé par I’ utilisation de mutants, construits par
biologie moléculaire, spécifiquement affectés pour les génes Arg-gingipaines 1 et 2 et Lys-
gingipaine. En effet, les mutants M1 et M2 sont des mutants spontanés sélectionnés quant &
leur absence d’activité d’hémagglutination. L’absence d’activités Arg- et Lys-gingipaines
chez ces souches constitue donc un résultat surprenant. D’ailleurs, cette équipe de
chercheurs avait rapporté que l’activité Arg-gingipaine des mutants M1 et M2 était trés
faible (46). Les mutations qu’ont subies ces souches sont inconnues, mais pourraient étre au
niveau d'un géne de régulation. Il se peut donc qu’en plus de !’absence d’activité
d’hémagglutination et d’activités Arg- et Lys—gingipaines, |’expression d’autres génes ait
été modifiée et que les résultats obtenus concernant I'incapacité de ces souches & dégrader
et utiliser la transferrine comme source de fer pour la croissance soit due 4 d’autres activités
manquantes. En ce qui a trait au mutant 49417NP, il a été sélectionné au laboratoire quant
a son absence de pigmentation sur une gélose contenant du sang. Les génes mutés restent

donc inconnus pour !’instant.

Ces derniéres expériences ont par la suite été réalisées avec des mutants construits par
biologie moléculaire et spécifiquement déficients au niveau des génes (1 et/ou 2)
responsables de I’activité Arg-gingipaine. Le mutant dirigé KDP112, interrompu sur les
deux geénes responsables de ’activité Arg-gingipaine (Arg-gingipaines 1 et 2), a démontré
une déficience compléte en activité Arg-gingipaine et une activité Lys-gingipaine trés peu
affectée. D’ailleurs, I’équipe qui a construit le mutant KDP1112, avait rapporté cette
absence d’activité Arg-gingipaine chez ce demier (47). Le mutant KDP112 s’est avéré
capable de dégrader la transferrine et de croitre en présence de cette demniére comme seule
source de fer. Ces résultats suggérent que |’activité Lys-gingipaine est suffisante pour
permettre la dégradation de la transferrine, et ainsi I’utilisation du fer présent sur la protéine
par P. gingivalis KDP112. L’effet de la protéase purifiée Lys-gingipaine sur la transferrine
resterait a vérifier. L’analyse plus approfondie de la croissance des souches 33277 et
KDP112 dans le milieu MBB additionné de transferrine comme source de fer a permis
d’apporter quelques précisions. Le mutant KDP112, déficient en activité Arg-gingipaine,

peut utiliser la transferrine comme source de fer, cependant, en comparaison avec sa souche



parentale 33277, sa phase de latence et son temps de génération dans le milieu contenant la
transferrine comme source de fer sont plus longs, et la densité optique finale atteinte par la
culture est moindre. Ces résultats suggérent que I’activité Arg-gingipaine n’est pas
essentielle a I’acquisition du fer de la transferrine par P. gingivalis, mais favorise cette
derniére.

Le mutant dirigé G102, interrompu sur le géne de I’Arg-gingipaine 2, a démontré une
déficience compléte en activité Lys-gingipaine et un niveau d’activité Arg-gingipaine
similaire 4 sa souche parentale. Dans la littérature, il existe quelques confusions au sujet de
ce mutant. L’équipe qui a construit ce mutant a d’abord rapporté qu’il était muté sur le géne
de I’Arg-gingipaine 1 (31), puis, deux années plus tard, ils ont corrigé pour le géne de
I’Arg-gingipaine 2 (42). L’exactitude des informations transmises par cette équipe
mériterait vérification. Selon eux, I’activité Arg-gingipaine du mutant G102 représente
environ les deux tiers de celle de la souche parentale (31). Malheureusement, ils n’ont pas
évalué le niveau d’activité Lys-gingipaine chez ce mutant. L’écart au niveau de I’activité
Arg-gingipaine, entre la présente étude (100% par rapport a la souche parentale) et celle
réalisée par Yoneda et coll. (66% par rapport 4 la souche parentale) (31), est difficilement
explicable, car la méthodologie employée était sensiblement la méme. Une explication
possible du niveau d’activité Arg-gingipaine du mutant G102 serait que l’activité Arg-
gingipaine est dérivée du produit de deux génes (Arg-gingipaine 1 et 2) et que lorsqu’un de
ces génes est défectueux, il se produirait une régulation positive au niveau de [’autre géne.
Ce phénoméne aménerait le niveau d’activité Arg-gingipaine du mutant & un niveau
comparable a celui de la souche parentale. En ce qui a trait & I’absence d’activité Lys-
gingipaine chez le mutant G102, ce phénoméne pourrait s’expliquer par le fait que les
produits du géne de 1’ Arg-gingipaine 1 seraient essentiels 4 la maturation ou I’arrangement
de la protéase Lys-gingipaine. D’ailleurs, il a déja été rapporté que les protéases Arg-
gingipaines de P. gingivalis seraient impliquées dans [’arrangement de préprotéines
bactériennes incluant la progingipaine K, une forme protéique précurseure de 75 kDa de la
Lys-gingipaine (51 kDa) (45, 135, 136). Le mutant G102 s’est avéré capable de dégrader et
utiliser la transferrine comme source de fer. Ces résultats suggérent que I’activité Arg-
gingipaine est suffisante pour permettre la dégradation de la transferrine, et ainsi
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I’utilisation du fer présent sur la transferrine par P. gingivalis G102. 1l serait intéressant de
vérifier I'effet des protéases purifiées Arg-gingipaines envers la transferrine. Le mutant
spontané M3, qui a présenté des niveaux d’activités Arg- et Lys-gingipaines similaires au
mutant G102, a également été en mesure de dégrader et utiliser la transferrine comme seule

source de fer, appuyant ainsi le fait que I’activité Arg-gingipaine soit suffisante.

Le mutant dirig¢é MT10 a démontré des niveaux d’activités Arg- et Lys-gingipaines
similaires a ceux de la souche parentale 381. Ces résultats sont inattendus, puisque le géne
de I’Arg-gingipaine | de ce mutant est défectueux. En outre, Tokuda et coll. (42) avait
rapporté une diminution de 60% de [’activité Arg-gingipaine chez ce mutant. Par contre,
comme prévu étant donné la présence d’activités Arg- et Lys-gingipaines, le mutant MT10
a été capable de dégrader et utiliser la transferrine comme source de fer.

Les mutants W501 et W50D7 ont été interrompus sur le géne de I’Arg-gingipaine 1 et 2,
respectivement. Le niveau d’activité Lys-gingipaine de ces mutants s’est avéré similaire a
celui de leur souche parentale, soit W50. Par contre, le niveau d’activité Arg-gingipaine de
ces mutants s’est retrouvé diminué par rapport a la souche W50. Selon Rangarajan et coll.
(38), la perte du géne Arg-gingipaine 1 entraine une diminution de |’activité Arg-gingipaine
présente dans la fraction cellulaire, mais surtout une diminution importante de celle
présente dans le surnageant de culture. D’ailleurs, un niveau d’activité Arg-gingipaine trés
faible a été retrouvé dans le surnageant de culture du mutant W501, par contre les cellules
de ce demier ont démontré un niveau d’activité Arg-gingipaine comparable & celui de la
souche W50. Cet écart peut s’expliquer par une différence au niveau de I’dge des cellules
bactériennes utilisées. Selon Aduse-Opoku et coll. (48), 'inactivation du géne de I’Arg-
gingipaine 2 entraine une diminution d’environ 50% de I’activité Arg-gingipaine totale
chez le mutant. Cette diminution est plus prononcée dans la fraction cellulaire que dans le
surnageant de culture. Les résultats obtenus dans la présente étude sont comparables a ces
demiers. L’activité Arg-gingipaine présente dans le surnmageant de culture du mutant
W50D?7 s’est retrouvée diminuée de 40% par rapport & la souche parentale et celle associée
aux cellules de 80%. Les mutants W501 et WS0D7 ont été capables de dégrader et utiliser



la transferrine comme source de fer. Ces résultats vont de pair avec les niveaux d’activités

Arg- et Lys-gingipaines présents chez ces souches.

11 est intéressant de noter que deux souches mutées sur le méme géne, par exemple Arg-
gingipaine 2, n’ont pas produit les mémes phénotypes. En effet, le mutant G012 ne posséde
plus I’activité Lys-gingipaine, tandis que son homologue, le mutant W50D7, démontre un
niveau semblable de cette activité par rapport 4 sa souche parentale. Ce phénomene
demeure inexpliqué. Une possibilité avancée par Tokuda et coll. (42) est que la régulation

de I’expression des protéases s’effectue différemment selon les souches bactériennes.

Le géne prtH a été inactivé chez le mutant V2296. Ce géne code pour une protéase de 97
kDa qui se retrouve normalement sur les vésicules membranaires et qui a la capacité de
dégrader la protéine C3 du complément (41). Les activités Arg- et Lys-gingipaines ont été
déterminées chez cette souche. Les niveaux de ces activités détectés dans le surnageant de
culture et chez les cellules entiéres se sont avérés diminués de 20 4 50% par rapport 4 la
souche parentale. Fletcher et coll. (41) avait d’ailleurs rapporté que le surnageant de culture
du mutant V2296 démontrait une diminution de son niveau d’activité Arg-gingipaine par
rapport 4 la souche W83. Une explication possible concernant les niveaux d’activités
protéolytiques diminués chez la souche V2296 serait que les produits du géne prtH
participent & I’expression ou la maturation des protéases Arg- et/ou Lys-gingipaines. Le
mutant V2296 s’est avéré capable de dégrader et utiliser la transferrine comme source de
fer. Ces résultats vont de pair avec la présence d’activités Arg- et Lys-gingipaines chez ce
mutant. La perte de la protéase de 97 kDa ne semble pas nuire a I’acquisition du fer de la
transferrine par ce mutant.

Le géne 1pr a été inactivé chez le mutant W83PM. Ce géne code pour la protéase Tpr de 80
kDa qui posséde la capacité d’hydrolyser le collagéne. La mise en évidence des activités
Arg- et Lys-gingipaines a été effectuée chez ce mutant. Les niveaux d’activités Arg- et Lys-
gingipaines retrouvés chez les cellules se sont avérés similaires a ceux retrouvés chez la
souche parentale W83. D’ailleurs, Park et coll. (130) avait rapporté des niveaux d’activités
Arg-gingipaines équivalents pour les cellules de W83 et celles de W83PM. Comme
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attendu, étant donné les niveaux d’activités Arg- et Lys-gingipaines présents chez les
cellules du mutant W83PM, celui-ci a été en mesure de dégrader et utiliser la transferrine
comme source de fer. La perte de la protéase de 80 kDa ne semble donc pas nuire a

I’acquistion du fer de la transferrine par ce mutant.

Briévement, l'utilisation de mutants déficients en activités protéolytiques a permis
d’appuyer I’importance des protéases dans I’acquistion du fer de la transferrine par P.
gingivalis. Ainsi, la possession d’au moins une des deux principales activités
protéolytiques, soit Arg- ou Lys-gingipaine, semble indispensable pour permettre la
dégradation de la transferrine en fragments de faible poids moléculaire. Cette dégradation
de la protéine semble essentielle & I’acquisition du fer présent sur la transferrine par P.

gingivalis.

La présente étude s’est poursuivie en effectuant différentes expériences permettant

d’analyser plus en détail la dégradation et [’utilisation de la transferrine par la souche type
choisie, soit 33277.

Le degré de saturation de la transferrine ne modifie pas la susceptibilité de la protéine 4 la
dégradation par P. gingivalis 33277. Lors d’une incubation avec les cellules bactériennes,
’apo- (forme non chargée en fer) et I’holo-transferrine (forme chargée en fer) sont
dégradées de fagon similaire. Ceci indique que la présence des ions ferriques ne génent pas
la liaison des protéases a la transferrine.

Suite & la dégradation de la transferrine par P. gingivalis 33277, les fragments produits ne
se lient pas aux cellules bactériennes. Ceci supporte 1’absence d’activité de liaison de la

transferrine chez ce microorganisme démontrée précédemment.

La transferrine est une glycoprotéine dont la composition en hydrate de carbone atteint
5,7% (92). Différents sucres sont liés a la protéine dont le mannose, le galactose, le
glucosamine et le fucose (92). Dans le but de vérifier si les glycosidases participent & la
dégradation de la transferrine par P. gingivalis 33277, I'effet de différents inhibiteurs de
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glycosidases sur la dégradation de la transferrine a été étudié. Aucun des inhibiteurs testés
n’a influencé la dégradation de la transferrine. Ces résultats indiquent que la présence de
sucres sur la transferrine ne géne pas la liaison des protéases a la protéine et que les
glycosidases de P. gingivalis ne jouent pas un réle important dans la dégradation de la
transferrine.

Afin de vérifier le role des activités Arg- et Lys-gingipaines de P. gingivalis 33277 lors la
dégradation de la transferrine; I’effet de différents inhibiteurs de ces protéases a été évalué
sur la dégradation de la transferrine. Des inhibiteurs des quatre classes ont été testés, soient
sérine, métallo, aspartique et cystéine. En général, les inhibiteurs ayant causé les plus
importantes inhibitions des activités Arg- et Lys-gingipaines sont ceux qui ont produit les
plus fortes inhibitions de la dégradation de la transferrine par P. gingivalis. L’unique
inhibiteur d’aspartique-protéases testé, la pepstatin, n’a produit aucune inhibition des
activités Arg- et Lys-gingipaines présentes chez P. gingivalis et de la dégradation de la
transferrine par ce microorganisme. Les inhibiteurs de sérine-protéases testés, AEBSF et
DFP, n’ont eu que trés peu d’effet sur les activités protéolytiques. Par contre, I’AEBSF a
semblé inhiber légérement la dégradation de la transferrine par P. gingivalis. La
dégradation de la transferrine et I’activité Lys-gingipaine n’ont pas été affectées par la
présence dans I’essai réactionnel des inhibiteurs de métallo-protéases utilisés, bestatin et
EDTA. Cependant, I’activité Arg-gingipaine s’est retrouvée diminuée environ de moitié en
présence d’EDTA, et est restée inchangée en présence de bestatin. Plusieurs inhibiteurs de
cystéine-protéases ont été utilisés. Tous ces inhibiteurs de cystéine-protéases ont eu des
effets sur les activités Arg- et Lys-gingipaines de P. gingivalis 33277, a I’exception de I’E-
64. La leupeptin et la cystatin ont inhibé plus particuliérement I'activité Arg-gingipaine,
tandis que I’iodoacétamide a inhibé plus particuliérement 1’activité Lys-gingipaine. Une
inhibition de la dégradation de la transferrine produite par P. gingivalis a été obtenue avec
plusieurs de ces inhibiteurs dont : le TLCK, I’iodoacétamide, ' Ac-Arg-CH,Cl, ’antipaine
et le FPRCK. Il était prévisible d’obtenir les plus fortes inhibitions en présence des
inhibiteurs de cystéine-protéases, étant donné que la grande majorité de P'activité
protéolytique présente chez P. gingivalis est due & l’activit¢ de cystéine-protéases.
Cependant, certains inhibiteurs de cystéine-protéases n’ont pas causé d’inhibition de la
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dégradation de la transferrine. Ces observations suggérent que la nature de la molécule, le
poids moléculaire et son mode d’action peuvent déterminer ’efficacité de I’inhibiteur.
Enfin, l’ensemble de ces résultats confirment I'importance des protéases, plus
spécifiquement des cystéine-protéases, dans la dégradation de la transferrine par P.

gingivalis.

L’effet de différents inhibiteurs de cystéine-protéases a été évalué sur la croissance de P.
gingivalis en présence de transferrine comme seule source de fer. Le milieu MBB a été
choisi comme milieu de culture a cause de son contenu élevé en petits peptides et faible en
protéines. Sous ces conditions, les protéases de P. gingivalis servent en grande partie a
combler les besoins en fer de la bactérie. Des inhibitions de la croissance de P. gingivalis
en présence de transferrine ont été obtenues lorsque le TLCK ou la leupeptin était ajouté au
milieu de culture. L’antipain et le FPRCK, n’ont pu empécher la croissance de ce
microorganisme. La leupeptin n’avait cependant pas été en mesure d’inhiber la dégradation
de la transferrine. Une explication plausible serait que I’inhibition de la croissance était
favorisée étant donné la concentration de microorganismes (présente dans 1’inoculum)
moins élevée que dans I’essai in vitro. L’antipain et le FPRCK avaient, quant a eux, inhibé
la dégradation de la transferrine. Leur incapacité a inhiber la croissance peut étre due a des
interactions des inhibiteurs avec des constituants du milieu de culture. L’ensemble de ces
résultats confirment que les cystéine-protéases de P. gingivalis sont impliquées dans
’acquisition du fer de la transferrine par ce microorganisme. Différentes études ont
rapporté des inhibitions de la croissance de P. gingivalis par des inhibiteurs de cystéine-
protéases comme la cystatin S (63, 137), I'iodoacétamide, le TLCK et la leupeptin (62).
Ces auteurs avaient toutefois utilisé des milieux de culture riches en peptides et en fer pour
réaliser leurs expériences.

L’ajout d’'une source exogéne de protéases, la trypsine pancréatique, n’a pas permis au
mutant M1, déficient en activités Arg- et Lys-gingipaines, de croitre en présence de
transferrine comme source de fer; méme si la transferrine présente dans le milieu de culture
avait été dégradée en fragments de plus faible poids moléculaire par la trypsine. Cette
inaptitude du mutant M1 a croitre dans ce milieu pourrait étre reliée a son incapacité
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acquérir le fer des fragments de transferrine générés par la trypsine, ceux-ci étant différents
de ceux produits par P. gingivalis.

Afin de se rapprocher du contexte in vivo, différentes expériences impliquant du sérum
humain ont été réalisées. La capacité de souches pathogéne (W50) ou non pathogéne
(33277) i croitre dans du sérum humain dilué s’est avérée différente. La densité optique
finale atteinte par la souche pathogéne est beaucoup plus élevée que celle atteinte par la
souche non pathogéne. Les facteurs responsables de la pathogénicité chez certaines souches
de P. gingivalis demeurent inexpliqués. Certaines études ont suggéré que l’activité
collagénase (129) et les activités protéolytiques (138) peuvent constituer des déterminants
importants de la pathogénicité associée a P. gingivalis. Il existe également une différence
significative de croissance dans le sérum humain entre la souche parentale 33277 et sa
souche mutante KDP112, déficiente en activité Arg-gingipaine. En effet, le mutant
KDP112 s’est avéré tout-a-fait incapable de croitre dans ce sérum. Ces résultats suggérent
que l’activité Arg-gingipaine permet a la souche 33277 d’acquérir certains éléments
essentiels a4 sa croissance ou de vaincre I’effet bactéricide du sérum lié au systéme du

complément.

La croissance de la souche 33277 dans le sérum humain inactivé a la chaleur s’est avérée
similaire & celle obtenue dans le sérum actif. Ce résultat indique que la difficulté de la
souche 33277 a croitre dans le sérum humain n’est pas reliée a une susceptibilité possible a
I’effet bactéricide du sérum. D’ailleurs, Sundqvist et Johansson (139) avaient démontré que
certaines souches de P. gingivalis sont trés résistantes a I’effet bactéricide du sérum
humain. Cette caractéristique refléte bien le potentiel virulent de P. gingivalis.

L’activité Lys-gingipaine présente dans la fraction cellulaire de la souche pathogéne W50
et de la souche non pathogéne 33277 mesurée en présence de sérum humain s’est avérée
réduite par rapport a celle déterminée en absence de sérum. D’autre part, les souches
pathogéne et non pathogéne ont démontré des différences quant & leur activité Arg-
gingipaine mesurée en présence de sérum. L’activité Arg-gingipaine de la souche
pathogéne est favorisée, tandis que celle de la souche non pathogéne est plutdt diminuée.



Ces résultats suggérent que I’activité Arg-gingipaine pourrait représenter un élément
important associé a la pathogénicité. Le faible niveau d’activité Lys-gingipaine obtenu pour
la souche KDP112 est probablement du aux mauvaises conditions lors de la réalisation de
ces essais. Cependant, les résultats présentés permettent quand méme de porter quelques

suppositions sur I’effet du sérum sur les activités Arg- et Lys-gingipaines.

Il existe certaines différences au niveau des activités Arg- et Lys-gingipaines des cellules et
surnageants de culture aprés croissance de P. gingivalis 33277 dans le sérum humain ou le
milieu MBB. Le sumageant de culture provenant du sérum humain possédait plus d’activité
Arg-gingipaine que celui provenant du milieu MBB. D’autre part, les cellules provenant du
sérum ont démontré plus d’activité Lys-gingipaine que celles provenant du milieu MBB. La
dégradation de la transferrine par les cellules ayant été cultivées dans le sérum humain ou
dans le milieu MBB s’est avérée similaire. L’ensemble de ces résultats démontrent que les
conditions de croissance peuvent influencer les niveaux d’activités protéolytiques des

cellules bactériennes et des sunageants de culture.

Le sérum humain contient diverses protéines dont celles qui lient des atomes de fer comme
la transferrine et la lactoferrine. La présence de ces protéines produit des conditions
bactériostatiques pour la croissance bactérienne en séquestrant le fer nécessaire au
métabolisme bactérien. Aussi, la difficulté du sérum humain a supporter la croissance de P.
gingivalis 33277 semble reliée a I’incapacité des cellules @ combler leurs besoins en fer,
puisque ’ajout d’hémine ou de FeCl; au sérum humain a grandement favorisé la croissance
de 33277 dans ce milieu. Cependant, cette souche s’était avérée capable de dégrader la
transferrine présente dans le sérum humain. Cette dégradation aurait du permettre a cette
souche de combler ses besoins en fer. Par contre, il est possible que la quantité de fer
requise pour la croissance de la souche 33277 soit supérieure 4 celle requise pour la souche
W50 et qu’ainsi la quantité de fer rendue disponible a partir de la transferrine soit
insuffisante. La contradiction de ces résultats démontrent qu’il reste du travail a réaliser
avant de connaitre I’ensemble des processus menant & I’acquisition du fer a partir des
peptides de transferrine générés par les cellules bactériennes.
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La présente étude s’est terminée par une analyse comparative des activités protéolytiques
de P. gingivalis 33277 aprés croissance dans des conditions riches et pauvres en fer. Les
cellules ayant poussé en absence de fer ou en présence de transferrine ont démontré un
niveau d’activité Arg-gingipaine environ deux fois supérieur i celles ayant poussé en
présence d’hémine. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par U et coil. (140) qui
ont démontré que I’hémine inhibait I’activité Arg-gingipaine chez P. gingivalis W83. En ce
qui a trait & I’activité Lys-gingipaine, les cellules ayant été cultivées en présence de
transferrine ont démontré un niveau environ deux fois plus fort de cette activité par rapport
aux cellules cultivées en absence de fer ou en présence d’hémine. Les cellules ayant
poussées dans des conditions de croissance riche ou pauvre en fer ont dégradé la
transferrine de fagon similaire. Ces derniéres expériences mériteraient cependant d’étre
répétées avec des cellules récoltées au méme stade de leur développement, par exemple en
phase exponentielle. En effet, les cellules ayant poussé dans une condition pauvre en fer

n’étaient siirement pas au méme stade que celles ayant poussé dans une condition riche en
fer.

En conclusion, la transferrine représente une source de fer utilisable par P. gingivalis. Le
mécanisme par lequel ce microorganisme acquiert le fer de la transferrine implique une
activité protéolytique envers la protéine. D’ailleurs, P. gingivalis dégrade la transferrine en
fragments de faible poids moléculaire lors d’une croissance ou d’une incubation in vitro.
Cette dégradation de la transferrine apparait nécessaire a |’acquisition du fer de la protéine.
Enfin, la possession d’au moins une des deux principales activités protéolytiques, Arg- ou
Lys-gingipaine, semble essenticlle pour que P. gingivalis puisse dégrader et utiliser la
transferrine comme source de fer.
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