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Porphyromonaï gingivalis. un microorganisme associé à la parodontite chronique de 
l'adulte, s'est avkré capable de croîûe en présence de transfemne comme seule source de 
fer. Le mécanisme par lequel cette bactérie acquiert le fer de la transfemne n'implique pas 
d'activité de liaison de la ~ f e m n e ,  de production de sidérophores et d'activité réductase 
du fer femque. Par contre, les activités proteolytiques présentes chez P. gingivalis semblent 
intewenir dans son acquisition du fer de la transfemne. D'ailleurs, ce microorganisme a 
dégradé la transfenine en fragments de faible poids moléculaire, lors d'une incubation avec 
la protéine. L'utilisation de souches mutantes, déficientes en activités protdolytiques, et 
d'inhibiteurs de protéases a permis de confirmer l'importance des protéases de P. gingivols 
dans l'acquisition du fer de la tramferrine. Les mutants déficients en activités Arg- et Lys- 
gingipaines ont été incapabies de dégrader et d'utiliser la transfemne comme source de fer. 
Toutefois, la présence d'un seul type d'activité protéolytique, soit Arg- ou Lys-gingipahe. 
est apparue suffisante pour la dégradation et l'utilisation de la transfemne comme source de 
fer. En outre, certains inhibiteurs de p r o t h s  ont inhibé ia dégradation de la transferrine 
par P. gingivalis et la croissance de cette bactérie en présence de transfenine comme source 
de fer. La capacité de P. gingivalis à acqu&ir le fer de la transfemne pourrait reprbsenter un 
facteur de viruleace important lors des parodontites. 
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1.1 Maladies parodoatales 

1.1.1 Définition et classification 

L'ensemble des tissus entourant et supportant la dent constitue le parodonte. Ii comprend la 

gencive, le ligament parodontal, le cernent et l'os alvéolaire (l,2,3,4). L'espace situé entre 

l'émail d'une dent et l'épithélium gingival est appelé le sillon gingivdentaire. A l'etat 

sain, la profondeur de ce sillon est d'environ 2 a 3 mm. Le fluide cr6viculaire se definit 

comme le liquide d'origine drique qui prend place a 17int&ieur du sillon gingivai (5). 

Les maladies parodontaies regroupent l'ensemble des états inflammatoires localis& au 

niveau du parodonte et pouvant dans certains cas conduire A la d d o n  pmnanente des 

tissus de soutien de la dent (6). Les maladies parodontaies sont divisées en deux grandes 

classes, soient les gingivites et les parodontites (2)- Les gingivites repnhentent un dtat 



inflammatoire réversible qui n'affecte que le parodonte superficiel, c'est-à-dire la gencive. 

Elles représentent néanmoins l'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 parodontaw 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'âge des sujets atteints, soient la 

parodonUte prépubertaire, juvénile, à progression rapide et chronique de l'adulte. De plus, 

certaines parodontites sont associées à des maladies systémiques comme le syndrome 

d' immunodéficience acquise (6). 

1.13 Étiologie des maladies parodontales 

Au dix-septième siècle, van Leeuwenhoek parlait de l'importance « d'animacules vivants N 

dans l'&iologie de l'inflammation des gencives (7). Aujourd'hui, il est clair que les 

maladies parodontaies ont une origine bactérienne. 

La composante bactérienne de la plaque dentaire sous-gingivale est considérée comme 

l'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. initialement, la plaque dentaire est fonde en grande partie par des 

bactéries à Gram-positif, qui peuvent par la suite être remplacées par des bactéries B Gram- 

négatif (9). C'est à ce stade que la plaque représente un potentiel destructeur à l'origine des 

maladies prodontales. Le sillon gingival sain évolue alors pour former une poche 

paradontale dont la profondeur peut atteindre 10 mm. La colonisation bacterie~e du sillon 

gingival devient de plus en plus importante et complexe avec la progression de la maladie 

pardontaie. Dans les cas les plus graves, une perte de la ou des dents concernées survient 

en absence de traitements. 



La cavité buccale représente un écosystème comprenant plus de 300 espèces bactériennes 

différentes (10, 11). Ces bactéries constituent une flore commensale qui entretient des 

relations stables avec l'hôte, sans conséquences pathologiques. Lors de l'apparition d'une 

maladie parodontale, il y a déséquilibre de I'écosystème bactérien initial. Une ou des 

populations bactériennes spécifiques deviennent alors prédominantes au site de l'infection. 

Plusieurs facteurs peuvent induire un déséquilibre daas la flore buccale entre autre une 

diminution des défenses locales de l'hôte, un affaissement général du système immunitaire, 

de même qu'une augmentation d'un apport nutritionnel exogène favorisant une espèce 

pathogène au sein de l'écosystème (12). 

L'invasion bactérienne au site de l'infection provoque une réponse Uinammatoire locale de 

la part du système immunitaire. Cette inflammation mène à l'accumulation de 

macrophages, lymphocytes et autres cellules de l'immunité qui protègent le corps humain 

contre I'infection. Ces cellules inflammatoires contiennent des enzymes lytiques 

normalement vouées a la destruction du matériel phagocyté. Cependant, ces enymes 

peuvent également participer à la desmiction des tissus gingivaux s'ils sont larguées par les 

cellules de l'immunité lors de l'accomplissement de l em fonctions ou loaqu'elles sont 

détniites (13, 14). 

1.13 Bactériologie des maladies parodontales 

Les gingivites sont des infections polymicrobiemes, sans bactérie spdcifique associée. 

L'initiation d'une idlamation gingivale est liée ii une augmentation de La masse 

bactérienne, principalement des bactéries anaérobies facultatives et strictes à Gram-ndgatif. 

Certains facteurs peuvent modifier la nature etfou la progression du processus 

infiammatoire. Ces facteurs sont la prise de certains m6dicaments 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'où l'importance de traiter ces ùifections (6). 



Contrairement a la gingivite, des espèces bactériennes spécifiques ont pu être associées aux 

différentes formes de parodontites. Ce sont des bactéries anaérobies strictes à Gram-ndgaîif 

incluant Porphyromonas gzngivalis, Bacteroides forsythus, Prevotella intemedio, Eikenella 

corrodens, Campylobacter reclus, Treponema denitcola. Fusobocterium nucleatum et 

Actinobacillus octinomycetemcomita11~. P. gingivaIis a été associé à la pamhtite 

chronique de l'adulte, et A. actinomycetemcomironr à la parodontite juvénile localisée (15, 

16, 17, 18, 19). 

1.1.4 Facteurs bactériens de virulence 

Les facteurs de vinilence des bacteries parodontopathogénes incluent : ceux qui favorisent 

la colonisation de l'espace sous-gingival, ceux qui permettent la croissance, ceux qui 

permettent de résister au système de défense de l'hôte et ceux qui participent B la lyse 

tissulaire (6'7). 

Pour coloniser l'espace sous-gingival, la bactérie pathogéne doit s'attacher aux tissus du 

parodonte ou à d'autres microorganismes dans le but de résister à l'action mkcanique 

produite par l'écoulement du fluide créviculaire et de la salive. Des structures comme les 

fimbriae, la capsule et les adhésines participent à cet attachement. Le site colonis6 par la 

bactérie doit présenter les conditions physicochimiques (pH, température, potentiel 

d'oxydo-réduction) adéquates et les ressources nutritives nécessaires à la croissance 

bactérienne. En outre, la bactérie pathogène doit résister a l'antagonisme et la compétition 

provenant des autres bactéries prdsentes au même site (7,20,21,22). 

Les bactéries parodontopathogénes dîspsent de moyens leur permettant ck dejouer le 

système de défense de l'hôte. Par exemple, certaines bactéries possèàent une capsule 

polysaccharidique qui les protkge de la pôagocytose exercée par les cellules immUIYtaires 

(6). D'autres bactéries, comme P. gingivalis, utilisent leun enqmes protdolytiques pour 

détruire des protéines (facteurs du wmplement, immunoglobulines) du système 

immunihre de l'hôte (6). 



Les bactéries parodontopathogenes pewent entraîner une destruction tissulaire au site de 

l'infection de façon directe ou indirecte. Directement, ces bactéries libérent des enzymes, 

protéases ou protéinases, qui s'attaquent aux protéines constitutives du parodonte 

(collagène, fibronectine, etc.) (6). Indirectement, ces bactéries peuvent induire la liberation 

d'enzymes lytiques (métalloprotéhases matricielles) chez les cellules de l'hôte (6). 

12.1 Caractéristiques gén6riiles 

Des changements taxinomiques importants sont survenus dans l'histoire de la classification 

des bactéries anakrobies à Gram-négatif ayant la forme de bâtonnets, spécialement pour le 

genre Bacteroides. Celui-ci était divisé en deux, comprenant les espèces 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 Prevotella, ce qui allait démunir le genre Bacteroides de la plupart des ces espèces 

pigmentees. Les espèces asaccharolytiques font partie du genre Porphyromonus, alors que 

celles capables de fermentation sont regroupées dans le genre Prevotella (25). 

Le genre Porphyromonas comprend trois espèces d'origine humaine, Porphyromo~s 

asacclinolylica, Porphyromonap endodontulis et P. gingiva1i.s (23), de même que quelques 

autres espèces d'origine animale (26, 27). Les cellules types de P. gingivahs consistent en 

de petits bâtonnets non motiles de 0,5 jun de diaméee par 1 à 2 pm de longueur. 

Cependant, les cellules peuvent être pléiomorphiques et présenter diverses formes dant du 

coque au b8ton.net. La culture de cette bacterie doit être effectuée dans un environnement 

anaérobie. Lorsque la croissance est e f f i é e  sur un milieu gélosé contenant du sang les 

colonies deviennent noires en fonction du temps, par accumulation de protohème et de 

protoporphyrine au niveau des membranes. La présence d'hemine et de vitamine K est 

essentielle pour la croissance de ce microorganisme (28). 



1.2.2 Potentiel pathogéne 

P. gingivalis possède des facteurs de virulence lui permettant de coloniser les sites 

parodontaux, da neutraliser les défenses de l'hôte et de détruire les tissus parodontaux. Ces 

facteurs incluent notamment l'adhérence aux surfaces buccales et aux autres bactéries, la 

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

P. gingivalis possède des adhésines (pili, hérnagglutine) qui participent B la colonisation des 

sites gingivaux en favorisant l'adhérence aux cellules épithéliales ou à d'autres bactéries 

(30). Une fois adhéré au site gingival, P. gingivuiis libère des facteurs toxiques (acide 

propionique, acide butyrique, ammoniac et certains produits sulfurés) et des protéases de 

diverses spécificités qui participent i la destniction 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 l'hôte (interleukine 1, prostaglandine E) considérés comme importants dans le processus 

de destruction du parodonte médié par la réponse immunitaire. Enfin, P. gingntalis interfiire 

avec les mécanismes de défense de l'hôte, principalement en évitant la phagocytose (grâce 

a ta présence d'une capsule) et en détruisant des protéines du système immunitaire telles Les 

immunoglobulines et celles du système du complément (1 6'30). 

P. gingivalis est reconnu comme étant une bactérie 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 (3 1'32-33). 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 l'hôte par exemple en clivant des immunoglobulines et des éI6rnent.s du 

système du complément comme le C3 et le CS. ElLes participent également à la destruction 

des tissus parodontaw de l'hôte en clivant des protéines muchuales comme le collagkne et 

la fibroneaine (34,35,36). 



1.3 Protéases 

13.1 Classification des prothses 

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 B partir de I'extrémité de la chaine polypeptidique, 

alors que les endopeptidases clivent des liens peptidiques situés a l'intérieur de la chaine 

polypeptidique (37). Les exopeptidases sont sous-divisées selon le nombre et le type 

d'acides aminés clives et la grandeur de la chaîne polypeptidique restante. 

Les protéases sont regroupées en quatre types selon leur mécanisme cataiytique, soient 

sérine, métallo, aspartique et cysteine. Les protéases sont assignées à un type particulier en 

évaluant leur sensibilité à une gamme d'inhibiteurs spécifiques de protéases (37). 

13.2 Protérises chez f. gingrbvaILs 

13.2.1 Localisation et type d'activité enzymatique 

Plusieurs fractions de P. gingivulis incluant les cellules entières, le surnageant de culture, la 

membrane externe et les vésicules extracellulaires possèdent des activités proteolytiques. 

Cependant, la majorité de l'activité protéolytique chez ce microorganisme est associée aux 

cellules (29). 

La caractérisaiion de plusieurs protéases purifiées chez P. gîngivaIis a suggéré la présence 

de trois types d'activité enzymatique soit : les activités Arg- et Lys-gingipines, l'activité 

glycyiproplyl protéase et l'activité collagénase (29). 



1.3.2.2 Activités Arg-gingipaine et Lys-gingipaine 

Les cystéine-proteases de P. gingivaiis, égaiement appelées giagipaines, sont responsables 

d'environ 85% de son activité protéolytique totale (34). Une activité pseudo-trypsine, qui 

consiste en la capacité de cliver différents substrats après 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 après l'acide aminé arginine d'une 

part et l'acide aminé lysine d'autre part. Les gingipaines ont alon été réparties en deux 

catégories selon leur mode d'action sur les substrats, soit Arg-gingipaine et Lys-gingipaine. 

Les produits de dew gènes possèdent l'activité Arg-gingipaine, aloa que l'activité Lys- 

gingipaine est le résultat du produit d'un seul gène (36'38). 

A ce jour, plusieurs gènes de 1'Arg-gingipaine 1 de différentes souches de P. gingiwafis ont 

été clonés et séquencés. Ces gènes incluent : rgp-1 (P. gtngivalis HG66) (33). am (381) 

(39).  prpRl (WSO) (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 genes 

représentent le même gène 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 ArgI, ArgIA et Arg.I%. Ar@ est un héterodimere avec une 

chaîne a et une chaîne fl liées de façon non covalente. L'activité protéolytique est associée 

a la composante a. 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. ArgIA représente la chaîne a libre alors que ArglB est une 

modification po~-traductiomelle de la composante a. Cette dernière forme migre en une 

bande diffuse entre 70 et 90 kDa (40, 43, 44). Ensemble, Ar@, ArgIA et Ar@ sont 

responsables en grande partie de l'activité Arg-gingipaine. 

Selon Curtjs et coll. (38). Ar& ArgIA et A@B seraient les produits du gene 1 de 1'Arg- 

gingipaine. Par contre, en absence d'expression de ce géne 1, le gene 2 de I'Arg-gingipaine 



produirait d'autres formes enzymatiques soient ArgIIA et ArgIIB. Ces deux nouvelles 

formes apparaissent presque identiques a ArgIA et ArglB en regard de leur activité et de 

leur structure, excepté pour deux acides aminés. 

La purification de l'enzyme responsable de l'activité Lys-gingipaine a montré une protéase 

de 5 1 kDa constituée d'une chatne polypepidique (45). 

13.23 Souches mutantes dtkientes pour Iea activités Arg-gingipaine et Lys- 

gingipaine 

Des mutants spontanés ont été sélectionnés paf Chandad et coll. (46) quant à leur absence 

d'activité d'hémagglutination. Ces mutants de ia souche ATCC 33277 ont été wmmds Ml, 

M2 et W. Les activités Arg-gingipaine et d'hémagglutination de ces mutants ont été 

évaluées. Les cellules des mutants Ml et M2 ne possèdent peu ou pas d'activité Arg- 

gingipaine et d'hémagglutination; tandis que les cellules de M3 présentent une activitk Arg- 

gingipaine similaire a celle de 33277 et une activité d'hémagglutination inférieure 

d'environ la moitié à celle de la souche parentale. Cette équipe de chercheurs a donc 

suggéré l'existence d'une relation entre l'activité Arg-gingipaine et l'activité 

d'hémagglutination (46). 

Des mutants déficients au niveau de certains gènes responsables des activités gingipaines 

ont été construits par différentes tquipes de chercheurs. Nakayama et coll. (47) ont produit 

trois différents mutants de la souche 33277 en utilisant un système impliquant un plasmide 

suicide pour interrompre des ghes prkcis. Le mutant KDP110 a été interrompu sur le gene 

de I'Arg-gingipaine 1, le mutant KDPI 11, sur le gene de 17Argggingipaine 2 et le mutant 

KDP112, sur les gènes de I'Arg-gingipaine 1 et 2. L'équipe de Kuramitsu (31.42) a quant a 

elle, construit dew mutants de la souche 381. Le mutant G102 a été interrompu sur le gene 

de 1'Arg-gingipaine 1 et le mutant MTlO, sur le gene de I'Arg-gingipaine 2. Enfin, des 

mutants de la souche WSO ont été produits par C d s  et coll. (40'48) WSOl est defectueux 

sur le gène de l'Arg-gingipaine 1 et WSOD7, sur le gene de 17Arg-gingipaine 2. 



1.4 Inhibiteurs de prottases 

1.4.1 Définition 

Les protéases agissent sur lem substrats en se liant à une séquence spécifique d'acides 

aminés. Les inhibiteurs de protéases empêchent 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, l'action des enzymes envers leurs substrats est inhibée partiellement ou totalement. Il 

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 isoles tant chez les mammifères, que 

chez les plantes et les microorganismes. Au niveau du plasma sanguin, les inhibiteurs sont 

des macromolécules impliquées dans le contrôle d'une variété de fonctions cellulaires 

comme l'inflammation et la coagulation sanguine (50). 

Les microorganismes qui synthétisent des protéases requièrent normalement des inhibiteurs 

de proteases afin de se protéger des effets de lem propres protéases (51). Ainsi, plusieurs 

inhibiteurs de protéases ont été mis en évidence dans des surnageants de culture de 

différents microorganismes. Ces inhibiteun sont gendralement des peptides possédant un 

faible poids moléculaire (< 1 O00 daltons @a)), quoique certains peuvent ressembler i ceux 

d'origine animale ou végétale, donc d'un poids moléculaire supérieur à 5000 Da Des 

inhibiteurs de protéases ont et6 isolés et purifiés, entre autres chez Bacillus subtiiis, 

Escherichta coli et Envinia chysanthemi (52,53,54). 



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 l'état sain, 

l'activité de plusieurs protéases extracellulaires est contrôlée par la présence d'inhibiteurs 

de protéases spécifiques. Une déficience au niveau de ces inhibiteurs naturels entraîne 

généralement une pathologie. Par exemple, une déficience en az-antiplasmine est associée a 

l'hemomgie, tandis qu'une déficience en ai-antiplasmine est associée a w  bronchites 

chroniques (5 5). 

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 particulière en acides aminés, il est parfois possible 

d'inhiber les protéases participant a une pathologie précise tout en n'affectant pas l'activité 

des autres prothes (37). Les inhibiteurs utilisés chez l'humain doivent cependant être non 

toxiques et stables dans les fluides biologiques (37). 

Certains inhibiteurs de protéases constituent actuellement des agents thérapeutiques utilisés 

lors de maladies dégénératives. L'al-antitrypsine en administré lors de désordres tels 

l'emphysème et la fibrose kystique (55). D'auûes inhibiteurs de protéases sont utilis6s pour 

le traitement du cancer, de l'arthrite et du syndrome d'immunodeficience acquise (55, 56, 

57). 

1.4.3.2 Croissance micro bienne 

Certains microorganismes produisent des protéases qui sont essentielles à un stade de leur 

cycle de vie. L'addition d'inhiiteun de protéases peut donc affecter la croissance de ces 

microor~smes in vitro. 



Une cystéine-protéase, la cnizipaine, est impliquée a tous les stades du cycle vital de 

Trypanosoma cnri, le parasite responsable de la maladie de Chagas (58). Les trois 

différents inhibiteurs de cystéine-protéases testés ont pu pénétrer le parasite et inhiber 

l'action de la cdpaine,  ce qui a résulté en une diminution de l'infection dans un modèle 

cellulaire (59). 

Les protéases extracellulaires produites par Serratta marcescens et Pseudomonos 

aerugniosa apparaissent importantes dans la pathogenèse de ces deux espèces bactkriennes 

(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 bacthies est 

inhibée en présence d'un inhibiteur plasmatique de protéases, I'ovomacmglobuline du 

poulet (60,61). 

Quelques inhibiteurs de protéases ont déjà démontré un effa sur la croissance de P. 

gingivdis. 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. gingivuh (62). D'autres inhibiteurs de protéases, incluant la leupeptine, l'acide p 

chlorornercuriphénylsulphonique et le 1-10 phénanthroline, ont également inhipbé la 

croissance de P. gzngivalis (62). Une autre étude a montré qu'un inhibiteur de cystéine- 

protéases, la cystatine S produite chez le rat, inhibe la croissance de P. gingivolis (63). 

1.5 Fer 

13.1 Importance du fer dans le métabolisme 

Le fer est le m&al de transition le plus abondamment retrouvé chez les organismes vivants 

(64). D'ailleurs, il est un élément essentiel à la croissance de la majorité des cellules 

microbiennes procaryotes ou eucaryotes, c'est-à-dire chez les bactéries, protozoaires et 

champignons (65). La seule exception concerne les bactéries lactiques, qui remplace le fer 

par du cobalt ou du manganèse (64,66). 



Une concentration en fer de 0,4 a 4 pM est nécessaire pour plusieurs activités biologiques 

des cellules bactériennes (67, 68). Il agit comme cofacteur pour différentes enzymes, 

incluant : la nionucI~otide réductase (69), I'ARN polymerase III (70, 71), quelques 

hydroxylases et dioxygénases (72, 73) et certaines enzymes impliquées dans le 

métabolisme de l'oxygène (74). De plus, le fer est essentiel pour l'action de cytochromes, 

hydrogénases, femdoxines et succinate déshydrogénases impliqués dans la chaîne de 

transport des électrons (75,76). En plus d'être essentiel a la multiplication bactérienne, le 

fer régule la synthèse de plusieurs toxines bactenemes (77). La quantité de toxines 

produites, par exemple, par Cogmebacterium diphteria, Clostridiutn tetani, P. aemginosa 

et Vibrio chderue. devient maximale lorsque la quantité de fer disponible pour la 

croissance bacterieme est suffi~sante, mais non excessive (78'79, 80-8 1,82,83). 

Chez les vertébrés, le fer est essentiel au transport de l'oxygène aux nombreuses cellules de 

l'organisme via l'hémoglobine et la myoglobine. Il agit également comme cofacteur pour 

des métallo-flavoprotéines et d'autres enzymes et participe au transport des électroas. Ainsi 

l'activité de nombreuses cellules de l'organisme, incluant les neutrophiles, les lymphocytes 

B et T, les cellules M(, est dépendante de la présence de cet élément (84'85). 

1.53 Disponibilitk du fer chez l'hôte 

Le sang, les tissus et les fluides biologiques des mammifères wntiement des 

concentrations en fer suffisantes pour subvenir awc besoins du métabolisme des cellules 

(64,86). Cependant, à cause de la faible solubilitii du fer ferrique et la toxicité associée ii ce 

métal, les organismes supérieun ont développé des mdca'smes leur permettant d'abaisser 

la concentration de fer libre jusqu'à IO-'~M, donc endessous de celle requise pour la 

croissance bactérienne. 

Dans le corps humain, la majorité du fer est séquestrée à l'intérieur des cellules. Tl est 

cornplex6 à des protéines comme I'hémoglobine, la myoglobine, la femtine, la cataiase et 

le cytochrome c (87,88). L'hémoglobine est la forme la plus abondante (64). 



À l'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, l'hôte possède quelques mécanismes qui lui permettent de 

maintenir les conczntrations en fer libre à un niveau minime. Par exemple, lorsque les 

érythrocytes sont lysés, de l'hémoglobine est libérée dans la circulation sanguine. Une 

protéine, l'haptoglobine, lie alors rapidement l'hémoglobine libre et ce complexe, 

haptoglobine-hémoglobine, est ensuite éliminé de la circulation par les cellules du système 

réticulo-endothélial. Lorsque lYha~?oglobine est saturée, d'autres protéines prennent la 

relève. L'hémopexine et l'albumine lient d o n  l'hhme, produit de l'oxydation et de la 

dissociation de l'hémoglobiney les complexes ainsi formés sont ensuite élirninks de la 

circulation sanguine. De plus, lors d'une infection, il se produit une augmentation de la 

synthèse de femtine au foie et un relargage de iactofemne au niveau des neutrophiles (64). 

1.5.3 Traasferrine, protéine liant le fer 

La transferrine est une glycoprotéine synthétisée au niveau du foie. Cette protéine possède 

deux sites de fixation pour le fer ferrique, un a l'extrémité C-terminale et l'autre à 

l'extrémité N-terminale de sa chaîne polypeptidique. La tmnsfemne lie les deux atomes de 

fer en association avec un anion, habituellement du bicarbonate. Lorsque la m f e m n e  lie 

le fer, elle est appelée holo-transfemne; tandis que I'apo-msfemne 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 dew sites (90). De plus, les sites different dans leur capacith ti retenir le 

fer via les autres chélatews. La constante d'association entre la transferrine et Ie fer est de 

l'ordre d'environ IO-~~M' ,  par contre la tiansfenine est partiellement saturée dans les 

fluides biologiques. 

La tmnsfenine est composée de 630 acides aminés, dont 23 sont des arpinines et 56 des 

lysines (92). Son poids moléculaire se situe entre 76 et 81 kDa La composition en hydrate 



de carbone de cette protéine atteint 5.7%. Les sucres liés a la tramferrine sont le mannose, 

le galactose, le glucosamine et le h o s e  (92). 

L'absorption, le transport et l'échange de fer dans les tissus sont les principaux rôles 

physiologiques de la transfemne. De plus, en liant le fer essentiel a la croissance 

bactérienne, la transfenhe crée des conditions bactériostatiques pour certains pathogènes. 

1.6 Mécanismes d'acquisition du fer 

Puisque le fer est essentiel a la croissance bactkienne et qu'il est très peu disponible in 

vivo, les bactéries pathogènes ont développé des mécanismes leur permettant d'acquérir cet 

élément nutritif 

1.6.1 Acquisition du fer intracellulaire 

Quelques bactéries pathogènes, incluant celles appartenant aux genres Listeria, Yersinia, 

Salmonella et Shigella, possèdent la capacité d'entrer a l'intérieur des cellules de l'hôte (93, 

94,95,96). Dans le cytoplasme, ces bactéries peuvent alors obtenir le fer à partir de l'hème 

ou de la femtine (97). 

Certains microorganismes pathogènes peuvent utiliser le fer lié à I'hèrne ou l'hémoglobine 

prtsent en traces dans le sérum, due à la lyse des érythrocytes (98). La lyse de ces cellules 

peut se produire spontanément lors de certaines pathologies, comme la malaria et l'anémie. 

En outre, des toxines bact&iennes peuvent causer la lyse des érythrocytes, par exemple l'a- 

hémolysine produite par E. coli (99). 

La capacité des bactéries à acquérir le fer de l'hème ou de l'hémoglobine differe si  ces 

sources sont liées ou non à â'autns protéines (l'haptogiobine pour I'hémoglobine et 

l'hemopexine ou I'aibumine pour l'hème). En effet, E. cdi est incapable d'utiliser le 

complexe haptoglobuie-hémoglobine comme source de fer (lm), par contre HaemophiIus 



injluenzae peut acquérir le fer de l'hème ou l'hémoglobine, sous une forme liée ou non aux 

protéines de l'hôte (10 1). 

1.6.2 Acquisition du fer extracellulaire 

A l'extérieur des cellules de l'hôte, 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 la transferrine ou la lactoferrine 

Depuis 1980, une quiluaine d'espèces bactériennes différentes ont été reconnues capables 

de lier la transferrine (77). Les cellules bactenemes pusskdent alors un récepteur spécifique 

pour la mfemne.  Chez l'humain, le récepteur pour la transfemne humaine est c~mtitue 

de deux protéines de 93 kDa liées par un pont disulfure (64). Neisseria meningitidis, H. 

influenzae et Bordeteh periusis lient la transferrhe ou la lactofemne, Ma des récepteurs 

qui reconnaissent la transfenine-Fe3' ou la lacto femne-~e)' ( 10 1, 102, 1 03, 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 être utilisé par les bactéries. Par exemple, les bactéries du genre Aeromonas 

peuvent lier la lactofemne humaine ou bovine, cependant le fer utilisé pour son 

métabolisme provient principalement de I'héme ou s'acquiert p h o t  suite la production de 

siderophores. Toutefois, lorsque la synthèse de sidérophores ea supprimée, la capacitt de 

liaison a la lactoferrhe est augmentée (78, 107,108, 109). 

Le mécanisme d'acquisition du fer à partir de la d e m n e  ou la lactoferrine l i k  au 

microor_dsrne n'est pas entièrement compris. Certaines études suggèrent la participation 

d'une réductase associke à àa surface, alors que d'autres suggèrent plutôt une baisse 

localisée du pH avec comme conséquence le relargage du fer qui se fixe a une molécule 

acceptrice (78). Chez les espèces du genre Neisseria, une molécule de 36 kDa p o d t  lier 

le fer ferrique (1 10) (Figure 1). 



Figure 1 .  Mécanisme d'acquisition 

transfemne 

~ e ~ + '  
trans ferrine 

du fer impliquant une activité de liaison de la 



1.6.2.2 Production de sidérophores 

Un deuxième mécanisme d'acquisition du fer chez les microorganismes implique la 

production de sidérophores (Figure 2). Les sidérophores sont définis comme &tant des 

molécules de faible poids moléculaire, entre 500 et 1000 Da, possédant une haute affinité 

pour le fer femque (66). Ces molécules sont élaborées par les bactéries ou les 

champignons, lorsque que ceux-ci croissent dans un enviromement pauvre en fer. Le rôle 

du sidérophore est de capter le fer présent dans l'environnement et de le rendre accessible à 

la cellule microbienne (66). 

Les sid4ophores 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 (1 1 1). Les sidérophores hydroxamates sont présents chez les bactéries et 

champignons, alors que les sidérophores catécholates ne sont produits que par des bactéries. 

La synthèse de sidérophores hydroxamates est plus fréquemment associée a la virulence 

que celle de sidérophores catécholates (1 12). Ainsi, un sidérophore hydroxamate comme 

l'aérobactine produit par Aerobocter aerogenes capte plus efficacement le fer de la 

transfemne présente dans le sérum que le sidérophore entérobactine produit par E. coli et 

faisant partie de la classe catécholate (66,78). 

Suite à la capture par le sidérophore du fer nécessaire a la croissance bactérienne, le 

complexe fer-sidérophore retourne à la cellule bactérienne. Celle-ci possède a sa surface un 

récepteur spécifique au sidérophore. La synthèse de ces récepteurs est habituellement 

réprimée dans des conditions de croissance riches en fer. Le complexe fer-sidérophore peut 

être transporté jusqu'a la membrane cytoplasmique ou le fer peut être hansfkré A une 

molécule acceptrice. Le largage du fer a partir du sidérophore implique probablement 

L'action d'une réductase (78). 
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Figure 2. Mécanisme d'acquisition du fer ùnpl iquant la production de sidérophores 



Chez les bactéries a Gramnégatif, le récepteur pour le sidérophore est situe au niveau de la 

membrane externe. D'autres protéines localisées dans le périplasme et sur la membrane 

cytoplasmique participent à. l'entrée du fer dans la cellule bactérienne (71). C'est ce qui se 

produit chez plusieurs bactéries telles E. coli, K cholerae et P. aeruginosa (1 13, 1 14, 115). 

1.6.23 Activitk réductase du fer ferrique 

Une autre stratégie utilisée par des microorganismes pathogènes pour acquérir le fer 

implique la réduction du fer ferrique en fer ferreux (Figure 3). Le fer ferreux peut ensuite 

être assimilé par les microorganismes pour subvenir aux besoins de leur métabolisme. Ce 

mécanisme est présent chez une variété de pathogènes, bactéries ou champignons. La 

réduction du fer peut s'effectuer par l'intennédiake d'enzymes appelées rkductases ou suite 

a ia production de substances appelées réductants qui génèrent un environnement réduit 

permettant le largage du fer des molécules plasmatiques. 

Condida afbicans 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 pathogènes produisent des prothes pouvant étre associées B 

l'enveloppe cellulaire etfou libérkes dans l'environnement. Ces enzymes possèdent dans 

certains cas la capacité de cliver des protéines de l'hôte, notamment la traasfemine ou la 

lactofemne. La dégradation de ces protéines en hgments de plus faible poids moléculaire 

faciliterait soit le largage du fer de la transferrine, soit I'assimilatioa par la ceUuk de petits 

fragments auxquels du fer serait lié (Figure 4). 



Cellule bactérienne 

a 

tram ferr ine 

Figure 3. Mécanisme d'acquisition du fer impliquant une activité réductase 
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Figure 4. Mécanisme d'acquisition du fer impliquant une activité proteolynque 



P. aeruginosa produit plusieurs protéases extracellulaires dont l'une d'entre elles, 

I'élastase, clive la transfemne en firagments de faible poids moléculaire (1 18). La synthèse 

de l'élastase est augmentée dans un environnement pauvre en fer. Chez cette bactérie, le 

clivage de la transfemne favorise la capture du fer par le sidérophore pyoverdine. La 

synthèse de protéases en concert avec celle de sidérophores permet donc à P. aemginoso 

d'acquérir le fer durant une infection (1 15, 1 18). Ce même phénomène a été démontré chez 

Vibrio mijicrcs ( 1 19). 

1.6.2.5 Autres mécanismes 

La transfenine et la lactofemne ne peuvent retenir le fer, lorsque les conditions de pH 

deviennent acide. Dans le cas de la transfemne, l'habilité à lier le fer est considérablement 

diminuée des que le pH atteint 6'5 (120). Des conditions plus acides (pH 4) sont cependant 

nécessaires pour le largage du fer de la lactofemne (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 perfiingens (121). La croissance de cette bactérie entraîne une 

baisse du potentiel d'oxydo-réduction et du pH. Ces conditions permettent alors le largage 

du fer de la ûansferrine. De même, l'acquisition du fer de la tramferrine chez Streptococcus 

intemedius est possible, car cette bactérie pathoghe diminue rapidement le pH lors de sa 

croissance ( 122). 

1.7 Acquisition du fer chez P. gingivdis 

Quelques études ont ddjà été réalisées ou sont présentement en cours concernant 

l'utilisation de la tramfernine humaine comme source de fer chez P. gingivalis. En 1990, 

Bania et coll. (123) ont étudié les effets d'une restriction en fer chez P. gingivalis. Les 

quatre souches à l'étude se sont rkvélées incapables de croître dans un milieu déficient en 



hémine ou protoporphyrine E. De plus, Shah et coll. (124) ont démontré que P. gingivaiis 

transporte la molécule entière d'hémine B l'intérieur de la cellule, et que par la suite le fer 

est extrait de l'anneau porphyrine. Selon cette étude, P. gingivalis requiert obligatoirement 

une source de porphyrine (125). Cependant, une autre étude a montré qu'en l'absence d'une 

source endogène de fer, la protoporphyrine IX ne supporte pas la croissance de P. 

gingivalis (126). Ceci suggère que l'atome de fer dans la molécule d'hémine est le 

constituant critique pour la croissance bact&k!~e. 

L'addition d'un chélateur de fer au milieu de culture, soit le Desfeml (chelateur d'ions 

femques; ~ e ) 3  ou le dipyridyl (chélateur d'ions ferrewt;  el?, affecte à différents niveaux 

la croissance de P. gingivdis. Le fer chélate devient ainsi inaccessible put les bactéries, 

puisque celles-ci ne possèdent pas de récepteur pour les sidkrophores. Le Desferal à 12-5 

pM 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 dipyridyl à 200 pM produit une diminution de 75% de la 

croissance (1 23). Cependant, plus ia concentration en dipyridyl est &levée dans le milieu de 

culture, plus la croissance est affectée pour être complètement inhibee à 300 pM et plus. 

L'inhibition produite par le dipyridyl peut être renversée par l'ajout d'ions ferreux, mais 

non femques au milieu (123). P. gingivolis semble donc capable d'utiliser uniquement les 

ions ferreux comme source de fer. Des résultats contradictoires ont été publiés concernant 

l'utilisation de sources inorganiques de fer pour la croissance de P. gingivdis, puisqu'une 

étude a démontré que les ions ferreux et ferriques peuvent supporter la croissance 

bactérienne ( 125). 

Brarnanti et coll. (125) ont étudié les effets de sources variées de fer sur la croissance de P. 

gingivulis WSO. Des équivalents de I'hemine, comme l'hémoglobine, la myoglobine, 

l'albumine sérique s a d e  en hémine, la lactoperoxidase et le cytochrome c peuvent être 

utilisés comme source de fer par ce microorganisme (1 25). L'haptoglobine-hemoglobine et 

l'hemopexine-hémine supportent également la croissance de cette bactérie (125). Ceci 

suggère que P. gingivals peut cliver ces protéines de l'hôte pour en acquérir le fer. 



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 modèle 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 l'activité du 

complément, tandis que l'effet bactériostatique est du à la présence de protéines 

complexant le fer, comme la transfemne. P. gingntuiis a déjà été reconnu comme résistant a 

l'activité bactéricide du sérum (126). Le s d m  de cheval s'est avéré capable de supporter 

la croissance des souches vinilentes, mais non celle des souches non virulentes. Cependant, 

un ajout d'hémine au sérum a permis la croissance des souches non virulentes. Ceci 

suggère 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 être un 

facteur clé pour la virulence de la bactérie. 

La croissance de P. gingivalis dans un milieu contenant seulement la transfemne comme 

source de fer a déjà été brievernent 6tuàiée (125, 127). L'apo-transferrine, forme non 

chargée en fer, ne supporte pas sa croissance, alon que la protéine chargée en fer, holo- 

transferrine, permet une croissance bactérienne. La croissance est donc dépendante de la 

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

1.8 Objectifs du projet 

Le mécanisme par lequel P. gingivafis acquiert le fer de la transfemhe n'est pas 

parfaitement clair. Tazaki et coll. (128) ont rapporté une activité de liaison spCcifique et 

réversible de la transferrine à P. gingivah. Une corrélation entre le degré de liaison B la 

transfemne et le temps de génération cellulaire a d'ailleurs pu être démontrée (128). Cette 

équipe de chercheurs suggère que la liaison de la transfemne à la surface des bactdries 

poumit constituer une première étape dans I'acquisition du fer de l'h6te par ce 

microorganisme. 



Les objectifs de la présente étude sont : premièrement, de confirmer que la tramferrine 

représente une source de fer pour P. gingiwhs, deuxièmement, de vérifier la présence ou 

non de mécanismes d'acquisition du fer déjà connus, et finalement, de démontrer 

l'importance des protéases de ce microorganisme dans i'acquisition du fer A partir de la 

d e m n e  humaine. 



CHAPITRE II 

Les produits chimiques utilisés provenaient de chez Sigma Chernieai Co. (St-Louis, 

Missouri), sauf lorsque spécifié. 

2.2 Souches bactCriennes et conditions de culture 

Diffërentes souches de P. gingivalis ont kt6 utilisées au cours de cette &de. Les tableaux 1 

et 2 présentent les cariictéristiques propres à chacune. 



Tableau 1. Caractéristiques des souches sauvages de P. gingivdis utilisées au cours de 

l'étude 

Souche Provenance Virulence dans un modèle animal 

33277 ATCC Non 

381 Dr J. Slod Non 

49417 ATCC Oui 

WSO Dr J. Slots Oui 

W83 Dr J. Slots Oui 

a capacité à induire une infection lorsque les cellules sont injectées (sous-cutades) dans la 
région de l'aine chez le cochon d'inde (1  29) 

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 l'étude 

Souche Souche parentale Type de mutation Réf. 

Ml 33277 Spontanée 46 

M2 33277 Spontanée 46 

M3 33277 Spontanée 46 

KDP112 33277 Dirigde sur les gènes de 1' Arg-gingipaine 1 et 2 47 

G102 381 Dirigée sur le gène de 1' Arg-gingipaine 2 3 1 

MT10 381 Dirigée sur le gène de 1'Arg-gingipaine 1 42 

494 1 7 ~ ~  494 17 Spontanée Npa 

WSO 1 W50 Dirigée sur le gène de 1'Arg-gingipainel 40 

W50D7 W50 Dirigée sur le gène de l'kg-gingipaine 2 48 

V2296 W83 Dirigée sur le gène d'une protéase de 97 kDa 41 

W83PM W83 Dirigée sur le gène d'une protéase de 80 kDa 130 

a. Non publie (isolat du laboratoire) 



Le milieu THB (Todd Hewitt Broth; BBL Microbiology Systems, Cockeysville, Maryland) 

additionné de vitamine K (1 Wml) et d'hémine (10 pg/ml) a été uîilisé pour le maintien 

des différentes souches. Pour la culture sur milieu solide, le milieu THB a été supplkmenté 

d'agar (15 dl)  et de sang humain (25 mlll). Certaines souches mutées ont nécessité 

l'incorporation d'antibiotiques au milieu de culture afin d'assurer la conservation de la 

mutation. Pour les mutants W501 et WSOD7, 5 &ml de clindamycine ont été ajoutés au 

milieu de culture. Les mutants G102 et MT10 ont nécessité l'ajout de 5 &ml 

d'érythromycine au milieu de culture, et le mutant KDP 1 12, l'ajout de tétracycline à raison 

de 1 pglrnl de milieu de culture. 

Les cultures bactériennes ont été incubées en anaérobiose (N21C02M2; 801 101 10) tl37 OC. 

Le transfert des différentes souches en milieu fiais a étk effectué aux deux jours pour les 

croissances en milieu liquide et hebdomadairement pour les croissances sur milieu solide. 

2.3 Études de croissance des différentes souches de P. gingival& 

23.1 Milieu Mycoplasmu 

La croissance de P. gtngivalts a été évaluée dans le milieu M y c o p l m  Broth Base @B; 

BBL Microbiology Systems) additionné de vitamine K (1 pgiml) et des divers composds 

énumérés plus bas. 

La capacité des différentes souches a utiliser la tramferrine comme source de fer a d'abord 

été testée. La croissance bactérienne a Cté évaluée dans le milieu hiBB sans suppkment et 

additionne d'hémine (10 pglml) ou de üansfemne (1 mglml) comme source de fer. Le 

milieu ME3B sans supplément constituait le milieu-contrôle négatif, alors que le milieu 

MBB additionne d'hémine représentait le milieu-contr6le positif. Les trois milieux ont été 

ensemencés à l'aide d'un inoculum de 1% (v/v) provenant d'une croissance de 24 h de 

chacune des souches a l'étude dans le milieu THB liquide. Les diffhntes cultures 

bactériennes ainsi obtenues ont ensuite été transférées à chaque intendle de 24 h dans leur 



milieu respectif en utilisant un inoculum de 1%. C'est I'anét de croissance dans le milieu 

MBB sans source de fer qui pemimit 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 l'arrêt de croissance dans le milieu MBB sans source de fer. 

Les cinétiques de croissance des souches parentales et des mutants de P. gingivaiis dans le 

milieu MBB additionné de ûansfemne 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.) a 660 nm (Spectronic 20, Bausch & Lornb) à chaque intervalle de 12 h. 

Enfin, la capacité des mutants spontanés Ml et M2 (déficients pour les activités k g -  et 

L ys-gingipaînes) a croître dans le milieu MBB additionné de tramferrine et d'une source de 

protéases a étt évaluée. Pour ce faire, la trypsine pancréatique a été incorporée au milieu de 

culture a deux concentrations différentes soient 5 et 25 pg/ml. 

23.2 Sérum humain 

La capacité des diRerentes souches à croitre dans du sérum humain (ICN Biomedicals Inc., 

Costa Mesa, Californie) a été évaluee. Pour les souches WSO, W501 et W50D7, le sérum a 

été dilué 1 5  (dans l'eau distillée), alors que pour la souche 33277 et son mutant KDP112, 

le s & m  a été dilué 130 (dans l'eau distillée). Un inoculurn de 6% provenant d'une 

croissance de 24 h en d i e u  THB a et6 utilisé pour L'ensemencement. La D.O. des cultures 

bactériennes a été mesurée! a 660 nm aprts 36 h de croissance. 

Afin de supporter les résultats obtenus par mesure de la densité optique, le nombre d'unités 

formatrices de colonies W C )  a étk évdu6 par étalement sur gélose sang. La croissance des 

souches 33277 et KDP 112 s'est effe-e dans le sérum humain., a après 36 h, des dilutions 



d'une aliquote de ces cultures ont été préparées et étalées sur gélose sang. Le nombre 

d'WC a ensuite été déterminé après une semaine d'incubation en anaérobiose & 37°C. 

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

L'inactivation du sérum a été réalisée par passage de ce dernier à 56T pendant 30 minutes. 

Finalement, l'effet de l'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 FeCb (150 CIM) ont donc été ajoutés 

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

2.4 Mise en hidence de mdcanismes d'acquisition du fer 

2.4.1 Activité de liaison de la transfer rine aux cellules bactériennes 

L'activité de liaison de la transferrine humaine aux cellules bactériennes fut mise en 

évidence @ce à la méthode de Schryvers (131). Les cellules de P. ghgivalis 33277, 

Prevore lla nigrescens ATCC 33 563 (témoin positif) et Act niobocih 

actinomycererncomilanî ATCC 29522 (ternoin négatif) ont été récoltées par centrifugation a 

8000 g pendant 10 minutes (Centrifuge 541 SC, Eppendorf) suite à une croissance de 24 h 

dans le milieu MBB, et resuspendues dans le tampon PBS contenant 50 mM PO4 et 150 

mM NaCl a pH 7 J. 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 ddposks sur une 

membrane de nitrocellulose (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Ontario). La membrane a 

été laissée à l'air libre jwqu'à ce qu'elle soit sèche, puis immergée dans le tampon TBS (20 

mM Tris-HCI et 500 mM NaCI; pH 7'5) contenant 3% de gélatine afin de bloquer les sites 

non occupés par les cellules bactériennes. La membrane a ensuite été incubee pendant 2 h 

dans le tampon TE3S contenant 1,5% gélatine et 1 pghl  de t r a n s f e d  humaine conjuguée 

à la peroxidase de raifort (HRP-Tf; Jackson IrnmunoReseafch Laboratories, West Grove, 

Pennsylvanie). Quatre lava- de 15 minutes ont ensuite été effectués à l'aide du tampon 



TTBS, tampon TBS contenant 0,05% de Tween-20 (Bio-Rad Laboratories), afin d'éliminer 

la tranferrine liée non spécifiquement à la membrane. 

La révélation s'est effectuée en plaçant la membrane dans une solution contenant le substrat 

pour la peroxidase. La solution de développement était constituée d'une première solution 

contenant 30 mg de HRP color development (Bio-Rad Laboratories) dissout daas 10 ml de 

méthanol froid et d'une deuxième solution comportant 30 pi de proxyde d'hydroghe a 

30% mélangé a 50 mi de tampon TBS. Les deux solutions précédentes ont été mélangées 

au dernier instant Un résultat positif se traduisait par l'apparition d'une coloration violette 

à l'endroit où les cellules avaient et6 préalablement déposées. 

2.4.2 Production de sidérophores 

La méthode de Lindsay et Riley (132) fut utilisée pour la détection de sidérophores. Cette 

méthode prmet de détecter les sidérophores par leur capacité à capter le fer d'un chdateur 

relativement faible, soit le Chrome m o l  S (CAS). La capture du fer lié au CAS poir le 

sidérophore se traduit par un changement de coloration du bIeu au rose quantifiable par 

mesure de I'absorbance a 650 m. 

Le milieu de culture utilisé a d'abord été traite au Chelex-100 afin d'éliminer toute trace de 

fer. Pour ce faire, 30 g de Chelex-100 ont et6 ajoutés a un litre de milieu de culture et le 

mélange a Cté agité pendant deux heures. Après agitation, le milieu de culture a tîé récolté 

par decantation. L'utilisation de ce milieu a requis un lavage de la verrerie au chlorure 

d'hydrogène 6 N. 

Le surnageant de culture de P. gingivalis 33277 a été rkolte par centrifugation après 24 h 

de croissance dans le milieu MBB traite au Chelex-100. Ii a par la suite été incubé en 

présence d'un volume égal de la solution CAS. Un sidérophore commercial, le femchrome 

(0,33 mg/ml), a servi de témoin positif. 



Une électrophorèse en présence d'urée (voir section 2.9.2) a également permis d'évaluer la 

production de sidérophores par P. gingivaltis. Tout d'abord, les cellules et le surnageant de 

culture de P. gingivolis 33277 ont été récoltes par centrifugation suite à une croissance de 

24 h dans le milieu MBB sans source de fer. Les cellules ont été resuspendues h une D.O. 

de 0,s i 660 nm dans le tampon Tris 50 mM à pH 7,2. La suspension cellulaire ou le 

sumageant de culture ont été incubé pendant 15 minutes à 37OC en présence de volumes 

égaux de holo-transfemne (2 mg/ml) et d'un inhibiteur de cystéine-prothes, 

l'iodoacetamide (10 mM). L'essai contenant la suspension cellulaire a par la suite été 

centrifugé afin d'éliminer les cellules bacténemes. Enfin, le sumageant de ce demier essai 

de même que celui de l'essai incluant le sunageant de culture ont été soumis à une 

électrophorèse en présence d'urée. Une quantité de 7'5 pg de protéine a dté déposée dans 

chaque puits. Ce type d'électrophorèse permet de différencier, par leur distance de 

migration, la transferrine chargée en fer ou non chargée. 

2.4.3 Activitk réductase du fer ferrique 

La méthode mise au point par Momssey et coll. (1 16) et légèrement modifiée! fut utilisée 

pour détecter l'activité réductase du fer ferrique. L7activit6 réductase fut testée chez les 

cellules et dans le sumageant de culture de P. gingNaks 33277 en conditions d'incubation 

aérobies et anaérobies. 

En aérobie, les cellules et le surnageant de culture ont été rdcoltés par centrifugation d'une 

culture bactérienne de 24 h en milieu MBB sans source de fer. Les cellules ont été 

resuspendues à une D.O. a 660 MI de 1'25 dans du tampon 50 mM citrate de sodium 

contenant 5% glucose à pH 6'5. A cette suspension cellulaire, 1 mM de FeClt et 1 mM 

d'acide bathophénanthroline disulfonique (BPS) ont étk ajoutés. L'essai a et6 incubé à 30°C 

pendant 10 minutes. Les cellules ont ensuite été éliminées par centrifiigation et 

l'absorbante du sumageant du mélange réactionnel a été mesurée a 520 nm B l'aide du 

spectrophotomttre (Spectronic 601, Miton Roy). L'activité des cellules de Cmdidu 

ulbicam Cal 4, obtenues après une croissance de 24 h en milieu YEPD (1% extrait de 



levure, 2% bactopeptone, 2% glucose), a servi de témoin positif Le surnageant de culture 

de P. gtngivulis obtenu par centrifugation a kté oxygéné par barbotage à l'aide d'air 

comprimé pendant une heure' afin d'éliminer les conditions anatirobies. Par la suite, une 

quantité égale de tampon citrate de sodium, de FeC13 1 m M  et de BPS 1 mM ont étt ajoutés 

au surnageant de culture. L'essai a dte incubé à 30°C pendant 10 minutes, puis I'absorbance 

à 520 nm à été mesurée. 

Afin d'évaluer l'impact des conditions anaérobies sur la détection de t'activité réductase, 

les mtmes essais qu'en conditions aérobies ont et6 réalis& avec quelques modifications. 

Dés !eu récolte, les cellules ont été resuspendues dans le tampon citrate de sodium 

pr6alablement réduit par une incubation de 24 h dans la chambre anaérobie. De plus. le 

surnageant de culture a été teste immkdiatement après sa sortie des conditions 

d'anaérobiose. 

Une analyse par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence d'urk (voir section 

2.9.2) de la transfemine incubée en pdsence des cellules ou du surnageant de cuiture de P. 

ginghlis a dgalement permis de détecter la présence d'activité réductase (même essai qu'a 

la section 2.4.2). 

2.4.4 Activité protéolytique 

Ce mkcanisme d'acquisition du fer implique l'action de protéases sur des protéines 

plasmatiques, telles la aansfenine. La capacité de P. gtngivaits à dégrader la transfemne 

humaine a donc Cté vérifiée de dwx façons, suite B une croissance en présence de la 

protéine, de même que par me incubation in vitro des cellules et de la protéine. 

2.4.4.1 Dégradation de Li tramferrine suite P une croissance bactérienne 

Les surnageants de cuinue des différentes souches de P. gingivalis ont été récoltés par 

centrifugation après 11 ou 24 h de croissance dans le milieu MBB additiomb de 



tramferrine. Par la suite, ils ont été analysés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

en présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE, voir section 2.9.1). Une quantité de 

1 pg de protéine a été déposée dans chaque puits. 

2.4.4.2 Dégradation de la transferrine in vitro 

Les cellules des différentes souches de P. gingivaiis ont d'abord ét6 récoltées par 

centrifugation de cultures de 24 h de croissance dans le milieu MBB additionne d'hdmine, 

puis resuspendues dans le tampon PBS à une D.O. à 660 nm de 0,s. Par la suite, les 

suspensions cellulaires ont été incubées en présence de M e r r i n e  (0,33 mg/ml) et d'un 

agent réducteur, le dithiothréitol @TT; 3 3  mM). Ces essais ainsi réalises furwt incubés a 

37'C pendant différentes périodes de temps, soient 2,4 et 6 h. Les suniageants de ces essais 

ont ensuite été recueillis par centrifugation et analysCs par ékctrophorèse 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. gingivaiis, soit Arg-gingipaine et Lys- 

gingipaine, ont été détenninks chez les différentes souches. Pour ce faire, les cellules a les 

sumageants de culture ont été testés quant à leur capacité à hydrolyser le Na-Benmyl-DL- 

arginine-pnitroanilide (BAPNA) et le Na-Benzoyl-DL-lysine-pnitroanilide (BLPNA), 

substrats de Arg- et de Lys-gingipaine respactivement. 

Les suniageants de culnue furent obtenus par centrifugation d'une culture de 24 h dans le 

milieu MBB additionné d'hémine. ils ont par la suite, W incubés en présence de 1 mM 

BAPNA ou 1 mM BLPNA. pour l'évaluation de l7activit6 Arg- ou Lys-gingipaine 

respectivemeng et 1 m M  DU. Le BAPNA et le BLPNA ont été dissous dans du dimethyl 

sulfoxide 1 0% (DMSO), et le DTT, dans du tampon PBS. Les essais ont kt6 incubés à 37°C 

pendant 4.5 h L'intensité de l'hydrolyse de ces deux submats chromogéniques a pu être 



évaluée @ce A la mesure de I'absorbance à 405 m. En effet, lorsque ces deux substrats 

sont hydrolysés, le pniboaniline, 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 à 660 nm. Pour la mesure de l'activité Arg-gingipaine, les 

cellules à une D.O. de 0,s ont été incubées en prksence de volumes égaux de BAPNA 0,5 

mM et de DTT 5 mM ; tandis que pour l'dvaluation de l'activité Lys-gingipaine, les 

celhles a D.O. de 1 ont été incubées en présence de volumes égaux de BLPNA 0,5 mM et 

de DIT 5 mM. Les différents essais ont été incubés ii 37OC pendant 3 h. L'absorbance a 

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

2.6 DCtection de fragments de transferrine s'attachant aux cellules 

Afin de déterminer si une liaison de fragments de ~ f e m n e  aux cellules de P. gingivdis 

33277 sumient suite a la dégradation de cette protéine, une analyse par western 

immunoempreinte a été effectuée. 

Tout d'abord, les cellules ont été récoltées par cenûifugation d'une culture de 24 h dans Ie 

milieu MBB sans source de fer et resuspendues à une D.O. de 2 a 660 nm dans le tampon 

PBS. Des quantités égaies de cette suspension cellulaire, de DIT 10 mM et de Merr ine  

(1 mghi) ont et6 mélangées, et le mklange rkactionnel a été incubé il 37T pendant 6 h. Par 

la suite, les cellules ont été récoltées par centrifiigation et resuspendues dans du tampon de 

solubilisation (voir seaion 2.9.1). 

Les cellules et le surnageant de cet essai ont éte soumis à une élecmphorése SDS-PAGE 

(voir section 2.9.1). Ensuite, les protéines présentes dans le gel de polyaqlamide ont C1é 

transférées sur une membrane de nitrocellulose. Le transfert électrophorétique s'est effcchié 

à 100 volts pendant 1 b 



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 pg/ml d'un anticorps de chèvre dirig6 

contre la tnuisferrine humaine et conjugué a la perondase (ICN Biomedicals inc., Aurora, 

Ohio). Dew lavages successifs de 15 minutes dans le tampon TIBS 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 rkvélation fut la 

même que celle de la section 2.4.1. 

2.7 Effet de l'ajout d'inhibiteurs sur la croissance et In dégradation de 

dsérents substrats 

2.7.1 Inhibiteurs de glycosidases 

L'effet de différents Wiiteurs de glycosidases sur la dégradation de la tansferrine par P. 

gingn>olzs 33277 a été évalué. Tout d'abord, les cellules bactériennes ont été récoltées par 

centrîfbgation d'une cuitwe de 24 h dans le milieu MBB additionne d'htmine et 

resuspendues à une D.O. A 660 nm de 0,s dans le tampon PBS. Dix pl de cette suspension 

cellulaire ont &té incubés en présence de 5 pl de DTT 20 mM, de 5 pl de transferrine 1 

mglm1 et de 10 pl d'un inhibiteur de gIycosidases. Le tableau 3 présente les inhibiteurs et 

les concentraiions utilisés lors des essais. Les différents essais furent incubés pendant 6 h a 

37°C. Par la suite, les sumageants de ces essais furent analysés par electrophorèse SDS- 

PAGE (voir section 2.9.1). 

2.7.2 Inbibiteun de protiases 

2.7.2.1 Dégradation de diffkrenb su bstrab 

L'effet de différents inhiiiteurs de protéases fut testé sur la dégradation de la transfemne 

par P. gingivalis 33277, ainsi que sur les activités Asg- et Lys-ginpipaines de ceüe même 



Tableau 3. Inhibiteun de glycosidases utilisés 

Xnhiiiteur Glycosidases cibles Concentration testée 

Acétamide Glucosaminidases 100 rnM 

Acide dehydro-2deoxy-N- Neuraminidases 50 niM 

acetyl-neuraminique 

N-acetyl-D-glucosamine Glucosaminidases LOO mM 

Acide Nacetyl-neuraminique Newaminidases 100 mM 



souche. Différentes concentrations d'inhibiteurs ont donc été ajoutés aux essais déjà établis. 

Le tableau 4 présente les inhibiteurs et les concentrations testés. 

Pour déterminer l'effet des inhibiteurs sur la dégradation de la transferrine, les mêmes 

essais qu'a la section 2.7.1 furent utilises. Pour l'évaluation de l'effet des inhibiteurs sur 

l'activité Arg-gingipaine, l'essai fit composé de : 100 fl de cellules @.O.= 0,5 a 660 nm), 

de 25 pl de DTT 60 mM, de 75 pl de BAPNA 2 rnM et de 100 jd d'inhibiteur. Pour 

l'activité Lys-gingipaine, le même essai que précédemment fut utilisé en utilisant une 

suspension cellulaire a une D.O. de I à 660 m. L'absorbance des surnageants de tous les 

essais ht mesurée à 405 m. 

2.7.2.2 Croissance en présence de transferrine 

L'effet de différents inhibiteurs de cystéine-protéases fut évalué sur la croissance de P. 

gingivdis 33277 et KDP112 en présence de transfemne comme source de fer. Pour ce 

faire, les inhibiteurs testés soient TLCK, FPRCK, leupeptin et antipain ont étk ajoutés a 

raison de 200 @ml au milieu MBB additionné de tnuisferrine ou d'hémine comme source 

de fer. Le milieu MBB sans supplément a servi de témoin négatif, tandis que celui 

additionné d'hkmine a servi de ternoin positif. Les différents milieux ont été ensemencés 

avec un inoculum de 2% provenant d'un deuxième transfert en milieu MBB sans 

supplément, 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 l'ajout de sérum sur les activitks protkolytiques 

2.8.1 Activités Arg- et Lysqgingipaines 

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

cellules de différentes souches de P. gzngivolzs a été évalue. Les souches testées firrent 

33277, KDPt 12, WSO, W501 et WSOD7. 



Tableau 4. Inhibiteurs de protéases utilisés 

lnhi'b i teur Protéases cibles Concentration 

testée 

4-(2-aminoethy1)-benzene sulfonyl Sérine 10 mM 

fluoride (AEBSF) 

Ac-Arg-CHzC1 ' Cystéhe 8 mM 

Antipain C y stéine 10 mM 

Besîatin Métallo 0,16 m M  

Cystatin Cystéine 0.0001 m M  

Diisopropyl fluorophosphate @ET) Sérine IO mM 

D-Phe-Pro- Arg chloromethy 1 ketone C y stéine 1 mM 

(FPRCK) 

~ - 6 4 ~  C ystéine 1 mM 

Éthylenediarninetetra-acetic acid Métallo IO rnM 

( E D W  
Iodoacétamide C ysteine 10 mM 

Leupeptin Cy sîéine 1 mM 

wa-ptosyl-L-lysine chloromethyl Cystéine 8 m M  

ketone (TLCK) 

p-chloromerc~phenylsulfonic acid C ystéine 8 mM 

(P-) 

Pepstatin Aspartique 0,18 mM 

a Biosyn Diagnostics, Belfast Northem, Ireland 

b. Bachem Califomia hc., Torrance, California 



Les essais furent les mêmes qu'a la section 2.5 en incluant toutefois une certaine quantité 

de s é m  humain (45 pi pour un essai comportant un volume total de 150 pl). 

2.8.2 Dégradation de la triosferrine 

La dégradation par P. gingivulis 33277 de la transferrine présente daos le sérum humain a 

été evaluée. Tout d'abord, les cellules ont été récoltées par centrifugation d'une culture de 

24 h dam le milieu MBB sans source de fer, et resuspendues à une D.O. à 660 nm ck 1 

dans le tampon PBS. Des quantités égales de cette suspension cellulaire, de s é m  humain 

dilué (1 :2) et de DTï 10 mM ont été incubés à 37°C pour des périodes de 2'4 et 6 h Les 

sumageants de ces essais ont ensuite été analysés par tlectrophorèse SDS-PAGE (voir 

section 2.9. l), suivi d'un western immunoempieinte. Une quantité de protéine de 0,5 pg a 

et& déposée dans chaque puits. Un anticorps anti-transferrine a permis la visualisation de la 

transfemne sur la membrane de nitrocellulose (voir section 2.6). 

2.9.1 En présence de dodtcyl sulfate de sodium 

Toutes les dlectrophorèses ont et6 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 Laboratones. La methode 

utilisée fut celle décrite par Laemmli (133). Les gels de résolution étaient coIlSfit\lés de 

10% de polyacrylamide et les gels d'empilement, de 4%. Les migrations se sont déroulées A 

un voltage constant de 200 volts pendant environ 45 minutes. 

Le tampon de solubilisation a et6 préparé comme suit : 2 ml d'une solution de dodecyl 

sulfate de sodium (SDS) 10%. 2 ml de glyc&ol, 1'25 ml de tampon 0,s M Tris pH 6,8,1 ml 

d'une solution de bleu de brornophenol 0,05%, 0,5 ml de P-rnercaptoétbanol et 325 ml 

d'eau distillée. 



2.9.2 En présence d'urée 

Pour vérifier le niveau de saturation en fer de la transferrine, une électrophorèse en 

conditions non dénatunuites sur gel de polyacrylamide en présence d'urée 6 M a été 

effectuée selon la méthode de Wolr (1 15) avec cependant quelques mofidications. 

Le gel de résolution a été préparé comme suit : 4,5 g d'urée, 625 jd 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'acrylarnide 2'6% 

C-30% T (Bio-Rad Laboratories) ont ét6 mdlangés. Le volume a été ajusté a 12,s ml avec 

de l'eau distillée. Ce gel a été polyniérisé avec 63 pl d'une solution d'ammonium pemdfate 

10% (Bio-Rad Laboratories) et 7 pl de Temed (Bio-Rad Laboratories). Le gel 

d'empilement a étt constitd 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 distillde, 22 pi de la solution d'ammonium pendfate 10% et 4,s 

pl de Temed Les différents échaatilloas à analyser ont été déposés sur gel en présence d'un 

tampon d'équilibration composé de 1 g de glycerol, 400 pl d'une solution de bleu de 

bromophénolO,S% et 4,8 ml de TBE 20X 

L'&ctrophorèse a utilisée le TBE 1X comme tampon de migration a 100 volts (voltage 

constant) et s'est effectuée pendant 3,s h. 

2.93 Marqueurs de poids moléculaire et coloration des gels 

Le tableau 5 présente la composition du melange de marqueurs de poids moléculaire 

utilisds ( B i d a d  Laboratories). La visualisation des protéines sur gels a été effmtuée par 

coloration au bleu de Coomassie. 



Tableau 5. Composition du méiange de marqueurs de poids moldculaire 

Protéine Poids moléculaire &Da) 

Bovine s e m  albumin 

ûvalbumin 

Carbonic anhydrase 

Soybean trypsin inhibitor 

Lysosyme 

Aprotinin 



CHAPITRE In 

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

La croissance de différentes souches de P. gingivalis a W évaluée dans le milieu MBB 

additiomb de tramferrine humaine comme sede source de fer. Le témoin ndgaîif etait 

constitué du milieu MBB sans source de fer, et le témoin positif, du rnbe milieu 

additionné d'hémine comme source de fer. L,e tableau 6 résume les résultats obtenus. 

Toutes les souches de P. gingivdis, reconnues comme infectieuses ou non dans un modele 

animal, se sont avérées capables d'utiliser la transferrine comme source de fer. Le mieu 

MBB sans source de fer n'a pu permettre la croissance de P. gingivalis, tandis que le milieu 

MBB suppldmente d'hdmine 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 Trans ferrine Hemine 

a. pathogénicité des souches indiquée au tableau 1 

b. arrêt de croissance suivant 1 a 4 transferts 

c. croissance pour au moins dew transferts additionnels suivant l'ar~èt de croissance dans 

le milieu sans source de fer 



3.2 Mise en Cvidence du m6canisme d'acquisition du fer chez P. gingivalis 

Pour être en mesure d'utiliser la transferrine comme source de fer, P. gingivah doit 

posséder au moins un mécanisme d'acquisition du fer. Les principaux mécanismes 

connus a ce jour ont donc etc étudiés en utilisant une culture de P. gingivalis dans le milieu 

MBB sans source de fer, lequel permet la croissance pour environ deux transferts. 

3.2J Activité de liaison de la transferrine aux cellules bactériennes 

La méthode antérieurement décrite par Schryven (131) fut utilisée pour la mise en 

évidence d'une activité de liaison de la tmnsferrine chez P. gingivolis 33277. Prevoteila 

nigrescens ATCC 33563 a servi de témoin positif, tandis que Aciinobacillus 

~ctitzornycetemcomi~am 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 

transfenine, tout comme celles de A. ac~inoniycetemcomitum. Au contraire, les cellules de 

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

3.2.2 Production de sidCro phores 

La methode 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 B capter le 

fer d'un chélateur relativement faible, soit le Chrome Azurol S (CAS). La capture du fer lie 

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. gingivaks 

33277, tandis que le femchrome a démontre une importante activité sidérophore (données 

non mon-). 



Figure 5 .  Activitk de liaison de la mnsfemne chez trois çspeces bactériennes. A P. 

nrgrrscrns; B. -4. uc~tnorny~c.trnicc~m~~ctn.s: C. O. gnglvulis 



3.2.3 Activité réductase du fer ferrique 

La présence d'une activité réductase fut déterminée en utilisant la méthode décrite par 

Momssey (1 16) qui est basée sur une augmentation de l'absorbante a 520 nm suite a la 

réduction du ~ e ~ +  en ~ e " .  Les cellules et le surnageant de culture de P. gingiwlis 33277 

obtenus après croissance dans le milieu MBB ont été testés dans des conditions aérobies et 

anaérobies. Les cellules de C. albicons Cal 4 ont servi de témoin positif. Le tableau 7 

présente les résultats obtenus. Ceux-ci démontrent que sous des conditions akrobies, 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. olbicans ont réduit le ~e'' en ~ e ~ + .  Lorsque 

l'essai fut réalisé en conditions d'anaérobiose, le surnageant de culhue de P. gingivalis, 

mais non les cellules bactériennes, a entraîne une réduction du fer ferrique en fer ferreux. 

33.4 Capture du fer de la transferrine 

Dans le but de confirmer l'absence, chez P. gingivolis, d'une activité réductase du fer 

femque et d'une production de siderophores, une seconde méthode a été utilisée. Ainsi, une 

électrophorèse sur gel de polyacrylarnide en présence d'urée a été réalisée, après avoir 

incubé les cellules ou le surnageant de culture de P. gingivolis 33277 en présence d'holo- 

tmasfemne (protéine chargée en fer). Ce type d'électrophorése permet de différencier la 

transfenine selon que la protéine est chargée en fer ou non Les résultats, présentés B la 

figure 6, ont démontre que ni les cellules ni le surnageant de culture de P. gingntolis 33277 

ne captaient le fer de la tramferrine suite à une incubation in vitro. Ces observatioas 

confirment donc l'absence d'une activité rédume a d'une production de sidérophores 

chez ce microorganisme. 

33.5 Activité protéolytique 

Pour mettre en évidence la contribution possible des protéases de P. gingivulis dans 

l'acquisition du fer de la ûansfemne, la capacité des cellules a dégrader cette protéine 

plasmatique a tîé évaluée. Les cellules bactériennes ont été incubees en présence de 



Tableau 7. Activité réductase du fer femque chez P. gingivalis en conditions d'aérobiose et 

d'anaérobiose 

Fraction bactérienne Absorbante a 520 nm (essai l/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 Cd 4 0, 1 63/0,2 14 NDO 

a. non détermine 



Figure 6. hectrophorése sur gel de polyacrylamide en présence d'urée de la halo- 

tramferrine incuMe en présence des cellules ou du surnageant de P. gingivalis 33277. A.. 

Témoin d'apo-transfemne (forme sans fer); B. Témoin d'holo-transfemne (forme chargée 

en fer); C. Holo-transfemne incubée en présence des cellules; D. Holo-transferrine incubée 

en présence du surnageant de culture 



tranferrhe pendant différentes périodes de temps, puis la dégradation de la traasfemne a 

été évaluée par électrophorèse sur gel de polyacrylarnide. La figure 7 illustre clairement que 

P. gingNdis 33277 a dégradé la tranferrine avec production de fmgments de plus faible 

poids moléculaire, en fonction du temps d'incubation. Le poids moléculaire des principaux 

fragments obtenus est estimé à 44,50 et 53 D a .  

3.3 Analyse comparative d'activitks protColytiques et de croissance chez 

diffbnntes souches parentales et mutées de P. gingivaIis 

Les deux principales activités protéolytiques de P. gingivafis soient Arg- et Lys-gingipaines 

ont été mesurées chez les différentes souches B l'étude. Pour ce faire, les cellules et les 

surnageants de culture ont été testés quant à leur capacité à hydrolyser le Bapna et le Blpna, 

substrats synthétiques de I'Arg- et de la Lys-gingipaine respectivement. L'intensitd de la 

dégradation de ces deux substrats chromog~niques a pu être évaluée grâce a une mesure de 

l'absorbante à 405 nm. En effet, lorsque ces deux substrats sont hydrolyds, le p 

nitroaniline, un composé de couleur jaune, est produit. 

Les tableau 8 et 9 résument les résultais obtenus. Une valeur ditraire de 100 a été 

assignée pour les activités Arg- et Lys-gingipaines mesurées chez chacune des souches 

parentales. Les activités des mutants ont et6 établies en fonction de leur souche parentale 

respective. En général, les cellules ont démontré une plus grande activité protéolytique que 
les sumageants de culture (AMSmn = 0,692 pour les cellules de la souche 33277 et = 

0,179 pour le surnageant de culture de 33277). Les cellules entières ont donc été 

prhcipalemeat utilisées au cours de l'étude. 

Pour les suniageants de culture. celui du mutant spontané M3 a démontré une &vit& Arg- 

gùigipaine supérieure a sa souche parentale 33277, tandis que celui du mritant dirigé 

KDPll2 a révélé une advit6 Lys-gingipaine supérieure a celle de la souche parentale 



Figure 7. Analyse par SDS-PAGE de la dégradation de la transferrine par P. gtngivufis 

33277. A. Marqueurs de poids molécufaires en kDa; B. Conadle transfemne; C. incubation 

de 2 h des cellules avec la transfemne; D. Incubation de 4 h des cellules avec la 

transfemne; E. Incubation de 6 h des cellules avec la transferrine 



Tableau 8. Activité Arg-gingipaine et Lys-gingipaine des surnageants de culture des 

différentes souches parentales et mutées de P. gingivalis 

Souche % Activité (essai llessai 2) 

Arg-gingipainea ~ ~ s - ~ i n ~ i ~ a i n e ~  

a détermine par mesure (hs,) de l'hydrolyse du substrat BAPNA 

b. déterminé par mesure (hoSm) de l'hydrolyse du substrat BLPNA 



Tableau 9. Activités Arg-gin@ paine et L y s-gin@ paine des cellules des différentes souches 

parentales et mutées de P. g i n g ~ ~ h  

Souche % Activité (essai Vessai 2) 

a détemine par mesure de L'hydrolyse du substrat BAPNA 

b. déterminé par mesure (Losam) de l'hydrolyse du substrat BLPNA 



33277. Les sumageants de culture des mutants G102 et MT10, quant a eux, ne possédaient 

aucune activité Lys-gingipaine. En ce qui à trait aux autres mutants, leurs surnageants de 

culture présentaient des pourcentages d'activités Arg- et Lys-gingipaine inférieurs B leur 

souche parentale respective. 

Les cellules des mutants spontanés Ml, M î  et 4941RIP n'ont démontré qu'un très faible 

niveau d'activités Arg- et Lys-gingipaines. Les mutants dirigés KDP112 et G102, quant à 

ew ne possédaient plus l'activitk Arg-gingipaine et Lys-gingipaine, respectivement. Les 

cellules du mutant spontané M3 ont démontre un niveau d'activitk Arg-gingipaine similaire 

à celui de la souche 33277, alors que leur niveau d'activité Lys-gingipaine s'est av&é nul. 

Le mutant WSOD7 a démontré un faible taux d'activité Arg-gingipaine. En ce qui a trait 

aux autres mutants, les niveaux d'activitks Arg- et Lys-gingipaines de leurs cellules se sont 

avér6s comparables, parfois légèrement inférieurs ou supérieurs, à ceux de leur souche 

parentale. 

3.3.2 Croissance en prbence de transferrine comme source de fer 

La croissance des différentes souches mutées de P. gingntrilis a été vérifik dans le milieu 

MBB additionné de transferrine comme seule source de fer. Le témoin négatif etait 

constitué du milieu MBB sans source de fer, et le témoin positif, du même milieu 

additionne d7h6rnine comme source de fer. Les résultats, prkentés au tableau 10, montrent 

que tous les mutants ont pu utiliser la transferrine comme source de fer, a l'exception des 

mutants spontanés Ml,  M2 et 49417NP. 

3.33 Dégradation de la transferrine 

La capacité des cellules entieres des différentes souches parentales et mutées de P. 

gingivdis a dégrader la transfemne a été évaluée par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide. Lorsqu'incubées en présence de la transfemne, toutes les souches testées 

se sont avérées capables de dégrader la protéine, exception faie des mutants spontads Ml,  

M2 et 49417NP (Tableau 11). Les profils de dégradation de la tr;insf&ine ont cependant 



Tableau 10. Croissance de diffdrentes souches parentales et mutées de P. gingfialis dans le 

milieu MBB supplémenté ou non dune source de fer 

Souche Supplément au milieu 

Aucun Transfemne Hémine 

a, arrêt de croissance suivant 1 à 4 transferts 

b. croissarice pour au moins dew transferts additionnels suivant l'am& de croissance dans 
le milieu sans source de fer 



Tableau 11. Dégradation de la tramferrine par les cellules des différentes souches de P. 

gingivalis 

Souche Dégradation de la tramferrine' 

a détermin6 par analyse SDS-PAGE de la transfenine incubée en présence des cellules 

entières 



démontré des différences au niveau des fragments générés entre les différentes souches 

parentales de P. gingivulis, de même qu'entre une souche parentale et ses mutants (données 

non montrées). 

Afin d'établir un lien entre la capacité a croître en présence de transferrine comme source 

de fer et la dégradation de celle-ci, les sumageants de culture obtenus suite a une première 

croissance des différentes souches dans le milieu MBB additionné de transfenine ont été 

analysés par SDS-PAGE. Les figures 8,9, 10 et 11 illustrent Ies résultats obtenus. 

Les resultats démontrent clairement que toutes les souches sauvages de P. gingivalis 

dégradent la transfemne 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 sumageants n'ont pas été recolt6s exactement au même stade de la croissance. 

Les mutants Ml et M.2 n'ont pas été en mesure de dégrader la transferrine 

significativement, de même que le mutant 49417NP qui n'a enminé qu'une dégradation 

partielle de la protéine. Toutes les autres souches mutantes ont dégradé la hansferrine et 

généré différents hgments. 

3.4 Analyse détaillCe de la dbgradation et de l'utilisation de la transferrine 

par P. gingiv~Iis 

3.4.1 Détermination de l'effet da niveau de saturation en fer de la tnnsferrine sur sa 

susceptibilit6 1 la dégradation protColytique 

Dans le but de vérifier si le niveau de saturation en fer de la transferrine modifie sa 

susceptibilité vis-à-vis P. gingivalis 33277, une comparaison de la dégradation de l'apo- 

msfemne (forme non chargée en fer) ti celle de I'holo-transferrine (forme chargCe en fer) 

a eté effectuée. Les analyses par SDS-PAGE et Western imrnunoempreinte n'ont rdvélé 

aucune différence notable entre les deux types de tramferrine (données non montdes). 
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Figure 8. Analyse SDS-PAGE des sumagemts de culture de P. grngivui~.~ 33277 et 49417 

et de leurs mutants spontanks suite à une croissance (24 h) dans le milieu MBB additionni 

de mkrnne .  A. Marqueurs de poids moléculaire en kDa; B. Milieu MBB additionne de 

transfemne non ensemencé; C. 33277; D. M1; E. M2; F. M3; G. 494 17; H. 4941 7NP 
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Figure 9. Analyse SDS-PAGE des sumageants de culture de P. gingwuh 38 1 et de ses 

mutants dingtis suite une croissance ( I I  h )  dans le milieu MBB additionne de 

transfernne. A. Marqueun de poids molticulairc en D a ;  B. Milieu MBB additionne de 

transferrine non ensemencé; C. 38 1; D. G102; E. MT10 
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Figure 1 O. Analyse SDS-PAGE des suniageants de culture de P. gingivdi~ W83 et 33277 et 

de leurs mutants dirigds suite ii une croissance ( 1  1 h) dans Ir milieu MBB additionne de 

transfemne. A. Marqueurs de poids moléculaire en kDa; B. Milieu MBB additionné de 

transkmne non ensemencé; C. W83; D. W83PM; E. V2296; F. 33277; G. KDPl12 



Fi y ure I 1 . Analyse SDS-PAGE des surnageants de culture de P. gingivuhs W50 et de ses 

mutants dirigés suite a une croissance ( 1  I h) dans le milieu MBB additionnk de 

transfemne. A. Marqueurs de poids moléculaire en kDa; B. Milieu MEIB additionné de 

tramferrine non ensemencé; C. W50; D. WSOD7; E. W50 1 



3.4.2 Deteetion de fragments de trirasferrine s'attachant aux cellules 

Afin de mettre en évidence une liaison possible de hgments de tramferrine aux cellules de 

P. gingivah 33277, suite à la dégradation de la protéine, une analyse par western 

immunoernpreinte a été effectuée. Les cellules oat d'abord été incubées en présence de 

transfenine, puis récoltées par centrifugation. Les cellules et le surnageant de l'essai ont été 

analysés par SDSPAGE suivi d'une détection des hgments de transfehe par utilisation 

d'un anticorps anti-tmnsferrine. Selon les résultats prdsentés à la figure 12, les cellules de 

P. gingivaiis ne semblent pas lier de fragments de transfemne suivant la dégradation de la 

protéine. 

3.4.3 D6termination de l'effet d'inhibiteurs de glycosidases sur la dkgradation de la 

transferrine 

Dans le but de vérifier si les activités glycosidases de P. gingivolis 33277 participent d la 

dégradation de la transfemne en hydrolysant les sucres pour rendre la protéine susceptible à 

L'action des protéases, les cellules bactériennes ont été incubées en présence de transfenine 

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 intii i  la dégradation de la msfemne par P. 

g»lgntuiis 33277. 

3.4.4 Détermination de l'effet d'inhibiteurs de p r o t b s a  sur la dégradation de 

diffdrents substrats par R gingival& 33277 

3.4.4.1 ActivitC Arg-gin@ paine et Lys-ginpi pahe 

L'effet de différents inhibiteurs de protéases sur la dégradaîion des substrats synthétiques, 

Bapna et Blpna, a été évalué afin de connaître leurs effets sur les activités Arg- et Lys- 

ginpipaines. Le tableau 13 rdsume les résuitats obtenus. L'hydrolyse du Bapna et du Blpna 

a pu être inhibée à différents degrés par certains iabi'biteurs. Le TL- l'Ac-Arg-CH2Cl, le 



Figure 12. Analyse par SDS-PAGE et Western immunoernpreinte des Fragments de 

transfemnr se liant aux cellules de P. @ng~uIix 33277 A. Marqueurs de poids rnolCculaire 

en kDa; B. Ternoin de transferrine; C. Cehies récoltées suite a l'incubation avec la 

transfinine; D. Surnageant de l'essai suite à l'incubation des cellules avec la tnwferrim 



Tableau 12. Effet de diff6rent.s inhi'biteurs de glycosidases sur la degradation de la 

transfemne par P. gingivolis 33277 

Lnhiibiteur Dégradation de la transferrkea 

Aucun + 
Acétamide + 

Acide dehydro-2deoxy-Nacety 1- i 

neuraminique 

Acide N-acetyl-neuraminique 4- 

a détermine par analyse SDS-PAGE 



Tableau 13. EEet de différents inhibiteurs de protéases sur les activités Arg- et Lys- 

uihiibiteur % Activité (essai l/essai 2) 

Arg-gingipainea ~~s -~ùig ipa ine~  

Aucun 100f100 100/100 

EDTA 4 0 m  100/100 

AEBSF 9011 O0 1 O0190 

DFP 901 100 70170 

Pepstatin l O O / N D  90/NI> 

PCMP 1001100 70150 

TLCK 1 0/20 010 

Iodoacetamide 80190 30/20 

Leupeptin O130 80/1 O0 

Ac-Arg-CH2Cl 0/30 40130 

Bestatin 100/100 1001100 

FPRCK 20/ND 40/ND 

E-64 1 00/80 80/1 O0 

Antipain 0/20 30/30 

Cystatin 30R\llD 70180 

a déterminé par mesure (hoSm) de l'hydrolyse du substrat BAPNA 

b. déterminé par mesure de l'hydrolyse du substrat BLPNA 

c. non déterminé 



FPRCK et t'antipain ont inhibé fortement les activités Arg- et Lys-gingipaines de P. 

gingivuiis. La Ieupeptin, le EDTA et la cystatin ont produit une forte inhibition de l'activité 

kg-gingipaine, mais n'ont eu que peu d'effet sur l'activité Lys-gingipaine. Enfin, 

L'ioacétamide a i n h i  fortement l'activité Lys-gingipaine et n'a eu aucun effet sur l'activité 

Arg-gingipaine. 

3.4.4.2 Dégradation de la transferrine 

A f h  de connaître l'importance relative et la contribution des activités Arg- et Lys- 

gingipaines de P. gingivolis lors de la dégradation de la transfemne; différents inhibiteurs 

de protéases ont été ajoutés aux essais réactionnels. 

Suite à une incubation de 6 heures à 37OC, certains inhibiteurs de protéases ont inhihé à 

différents degrés la dégradation de Ia m f e m n e  par P. gingivalis (figure 13). Les 

inhibitions les plus fortes ont et6 obtenues avec le TLCK et l'iodoacetamide, alors que des 

inhibitions partielles ont &té obtenues avec l'Ac-hg-CHsC1, l'antipain, 1'AEBSF et le 

FPRCK. 

Une inhibition de la dégradation de la transfemne par P. gingivafis a dom: été obtenue en 

utilisant des inhibiteurs de cystéine-protéases tel que le TLCK Toutefois une légère 

dégradation de la protéine était quand même observée en présence de cette classe 

d'inhibiteur. Pour determiner si une protéase appartenant à l'une des trois a u a s  classes 

pouvait être responsable de cette faible dégradation de la transferrim, le TLCK a &té 

combiné à un inhibiteur de chacune des trois classes et testé dans l'essai. Les rdsultats 

présentés à la figure 14 démontrent que seul le DFP, un inhibiteur de sé~e-protéases, 

semblait avoir un effa inhibiteur additif sur la degradation de la transferrine lorsque 

combiné au TLCK Pour confirmer les résuitats obtenus précédemment, I'essai frd répété en 

utilisant rm aurn inhibiteur de sérinegroteases, I'AEBSF. Les résultats obtenus ont ete 

comparables a ceux du DFP (données non montrées). 
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Figure 13. Etfet d'inhibiteurs de protéases sur la dégradation de la mstèrrinc: par P. 

gingivalis 33277. GEL A. A. Marqueurs de poids moléculaire en kDa; B. Transfer~e; C. 

Aucun inhibiteur, D. EDTA; E. AEBSF; F. DFP; G. Pepstatin GEL B. A. Marqueurs de 

poids moldcuiaire en kDa; B. Tramferrine; C. Aucun inhibiteur, D. PCMP; E. TLCK; F. 

Iodoacetamide; G. Leupeptin; H. Ac-Arg-CH2CI; 1. 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 tnuisferrine par P. gingivulis 33277. A. Marqueun de poids moléculaire en kDa; B. 

Transfemne; C. Aucun inhibiteur; D. TLCK; E. TLCK+EDTA: F. TLCIC+DFP; G. 

TLC K+ Pepstatin 



3.4.5 Effet d'inhibiteurs de protéases sur la croissance de P. gingimvuI& en présence de 

transferrine comme source de fer 

L'effet de différents inhibiteun de protéases sur la croissance de P. gingivalis 33277 et 

KDP112 en présence de transfemne comme seule source de fer a été évalué. Pour ce faire, 

des inhibiteurs de cystéine-protéases ont &té ajoutés à raison de 200 pghn.L au milieu MBB 

additionne de trarisfemne ou d'hémine comme source de fer. Le milieu MBB sans 

supplément a servi de ternoin négatif tandis que celui additionné d'hémine, de témoin 

positif Les résultats présentes au tableau 14 démontrent que l'incorporation de ces 

inhibiteurs de protéases au milieu MBB additionne d'hémine n'a produit aucune inhibition 

de la croissance de P. gingivalis. La croissance de cette bactéxie a cependant été fortement 

i n h i i  lorsque le TLCK ou la leupeptin étaient présents dans le milieu MBB additionne de 

transferrine. 

3.4.6 Détermination de l'effet de l'ajout de protéases sur la capacité des souches Ml et 

M2 h croître en présence de transferrine 

Dans le but de vérifier si l'incapacité des mutants spontanés M1 et M2 à croître en prknce 

de tramferrine comme source de fer résultait de leur incapacité a dégrader cette protéine, 

une source de protéases, la trypsine, a été ajoutée au milieu de culture. Les résultats obtenus 

ont montré que l'ajout de cette protease ne pouvait permettre la croissance des souches Ml 

et M2 dans le milieu MBB additionné de tnuisfemne. L'action de la trypsine sur la 

transfemine a don été verifide par analyse SDS-PAGE. Cette expérience, illustrée b la 

figure 15, a montré que la transfemne était degradée par la trypsine, mais que les 

principaux fragments genérés (28 et 57 D a )  n'étaient pas les mêmes que ceux (44.50 et 53 

D a )  produits par P. gingivc~Iis. 



Tableau 14. Effet de différents inhibiteurs de protéases sur la croissance de P. gingivalis 

33277 et KDP112 

Miibiteut" Croissance 

MBB seul MBB+Transfemne MBB+Hérnine 
b Aucun - +c + 

TLCK - - + 
Leupeptin 

FPRCK 

Anti pain - + + 

a. additionné au milieu de culture à raison de 200 pg/ml 

b. arrêt de croissance suivant 1 à 4 transferts 

c. croissance pour au moins deux transferts additionnels suivant l'arrêt de croissance dans 
le milieu sans source de fer 



Figure 15. Dégradation de la transfemne présente dans Ir milieu de culture MBB par la 

trypsine. A. Marqueurs de poids moléculaire en D a ,  B. ivliiieu MBB additiuniiC rir 

transferrine; C. Milieu MBB additionné de transfecrine et de trypsine ( 5  pdrnl); D. Milieu 

additionne de tramferrint et de trypsine (25 pghiij 



3.4.7 Comparaison des croissances des souches parentales et mutées de P. giWvuilis en 

prhence de transferrine comme source de fer 

Les croissances de P. gingivolis 33277 et du mutant KDP112 ont été comparées dans le 

milieu MBB additionné de transferrine, afin de vérifier la contribution de l'activité Arg- 

gingipaine dans l'acquisition du fer de la transferrine dumnt la croissance. De meme, les 

croissances de la souche 381 et du mutant G102 ont été compades, afin de vknfier, cette 

fois, la contribution de l'activité Lys-gingipaine dans I'acquisition du fer de la transfemne. 

Le tableau 15 présente les densitds optiques finales obtenues pour les diffirentes 

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 transfemne, les souches 381 et G102 se sont comportées d'une façon 

comparable. 

Par contre, les croissances des souches 33277 et KDP 1 12 ont présente des différences 

significatives. Les résultats de ces croissances, présentés a la figure 16, montrent que les 

deux souches pouvaient croître dans le milieu MBB additiomé de tramferrine. Toutefois, la 

souche mutante atteignait une densite optique beaucoup moins élevée que la souche 

parentale (0,47 par rapport à 0,85). De plus, le temps de latence de la souche 33277 s'est 

averk plus court que celui du mutant KDPl12, de même que le temps de génération (3 h par 

rapport a 8 h). 

3.5 Évaluation du sbrum humain comme milieu de culture pour P. 

gingivalis et de son effet sur 19activitL protColytique 

3.5.1 Crohnce dans le sérum humain actif et inactif 

La capacité de diffbrentes souches de P. gingivaiis, pathogène (WSO) ou non (33277) dans 

un modèle animal, à croîtn dans du sérum humain dilue (1 :5 pour WSO et 1 : 10 pour 33277) 

a et6 évaluée dans le but de se rapprocher du contexte in vivo. 



Tableau 15. Croissance de différentes souches de P. gingivalis daas le milieu MBB 

additionné de diverses sources de fer 

Souche Densité optique finale (essai llessai 2) 



temps (h) 

Figure 16. Croissance de P. gingivalis 33 277 et KDP 1 12 dans le milieu MBB additio~d de 

transfern'ne 



Les résultats du tableau 16 montrent clairement que la souche pathogène (WSO) a atteint 

une densité optique finale dans le sérum beaucoup plus élevée que la souche non pathogène 

(33277). De plus, il existe une différence de croissance significative (densité optique finale) 

entre la souche mutante KDPll2 et sa souche parentale 33277. Cette diffërence a 

également été vérifiée en évaluant le nombre d'unités formatrices de colonies (UFC) sur 

une gélose-sang après croissance des deux souches dans le sérum. Les résultats obtenus 

montrent que le nombre d'UFC pour la souche 33277 (5,6 x 103 est supérieur A celui de la 

souche KDPt 12 (7 x 107) après 36 h de croissance. De plus, le nombre d'WC obtenu pour 

le mutant KDP112 après 36 h de croissance est sensiblement le même que celui obtenu au 

temps O. 

Dans le but de vérifier si la faible croissance de P. gingivalis 33277, comparativement B la 

souche W50, dans le s 6 m  humain était due à la sensibilitd de cette souche à l'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 ii l'effet bactéricide du sérum, puisque 

le sérum inactivé ou non a donné sensiblement les mêmes résultats (données non montrées). 

3.5.2 Dégradation de diffhreita subatrats en présence de s4mm humain 

3.5.2.1 Activité Arg-gingipaine et Lys-gingipaine 

Afin d'évaluer s'il existe un lien entre la capacité à croître dans le sérum humain et le 

niveau d'activités protéolytiques des souches bactenemes en présence de sdrum, I'impact 

du sCrum humain sur l'hydrolyse du Bapna et du Blpna par P. gzngivolis a été &due. La 

souche W50, pathogène dans un modèle animal, ainsi que la souche non pathogène 33277 

ont été testées. Les mutants de ces souches ont également été inclus dans les essais. 

Comme le montre le tableau 17, l'hydrolyse du Blpna, donc l'activite Lys-gingipaine, a été 

affectée en présence de sérum humain pour les deux souches. Par contre, les souches 

pathogène et non pathogène se comportent différemment en ce qui a trait à I7hydroIyse du 



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

- 
Souche Densité optique à 660 nm (culture de 36 h) 

WSO 

WSO 1 

WSOD7 



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

ou non de sénun humain 

Souche Arg-ghgipaine a (essai l/essai 2) Lys-gingipaine (essai llessai 2) 

Sans s é m  Avec sérum Sans s é m  Avec sérum 

a determin6 per mesure (&5nm) de l'hydrolyse du substrat BAPNA 

b. détermine par mesure (hoSm) de l'hydrolyse du substrat BLPNA 



Bapna en présence de s é m .  L'activité Arg-gingipaine de la souche pathogène s'est avérée 

favorisée, alon que celle de la souche non pathogène etait plutôt diminuée. 

3.5.2.2 Dégradation de la transferrine 

La dégradation par P. gingivafis 33277 de la transfenine présente dans le sérum humain a 

été évaluée. Les cellules bactériennes ont été incubées en présence du sérum, puis un SDS- 

PAGE suivi d'un western immunoempreinte ont ét6 réalisés. Un anticorps anti-transfenine 

a permis la visualisation de la tramferrine et de ses hgments sur la membrane de 

nitrocellulose. Les résultats illustrés à !a figure 17 montrent que P. gingntalis était capable 

de dtgrader la transferrine présente dans le s é m  humain. 

3.53 Effet des conditions de croissance de P. @ngivdis sur la dégradation de 

différents substrats 

Dans le but d'évaluer si les conditions de croissance Muencent les activités protéolytiques 

de P. gingivalis 33277, l'hydrolyse des deux substrats chromogéniques, Bapna (activité 

Arg-gingipaine) et Blpaa (activit6 Lys-gingipaine), par les cellules et le surnageant de 

cuiture a été comparée après croissance dans le s 6 m  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-giagipaines des cellules et sumageants de culture après 

croissance dans le s6rum ou le milieu MBB. Le surnageant de culture provenant d'une 

croissance dans le serwn possédait plus d'activitk Arg-gingipaine que celui provenant du 

milieu MBB. D'autre part, les cellules provenant d'une croissance dans le sérum 

possedaient plus d'activité Lys-gingipaine que celles cultivées dans le milieu MBB. 

La capacité de dégradation de la transferrhe par des cellules de P. gingiwalis 33277 ayant 

été cdhv6es dam le sérum et dans le milieu MBB additionne d'hbine a dté comparée. Les 



Figure 17. Analyse SDS-PAGE et western immunoempreinte de la dégradation de la 

tramferrine présente dans le sérum humain pou P. gingntaks 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 



Tableau 18. Activité Arg- et Lys-gingipaines des cellules et du surnageant de culture de P. 

gingivulis 33277 selon différentes conditions de croissance 

Fraction Conditions de Activité kg-gingipainea Activité L~S-gingipaineb 

croissance (essai l/essai 2 )  (essai l/essai 2 )  

Surnageant Sérum 0,570/0,646 0,174/0,181 

Milieu MBB + hemine 0,296/0,447 0,108/0,190 

Ce1 lules Sénun 0,528/0,5 18 0,900/0,94 1 

Milieu MBB + hémine 0,55 1/0,547 0,768/0,557 

a déterminé par mesure (hOlinm) de l'hydrolyse du substnt BAPNA 

b. déterminé par mesure ( A 4 0 4  de I'hydrolyse du substrat BLPNA 



résultats obtenus ont montré qu'il n'y avait pas de différences notables entre les deux 

dégradations (données non mom6es). 

3.5.4 Croissance dans le s h m  humain supplémenté de differeates sources de fer 

Dans le but de déterminer si l'incapacité du sérum humain A supporter la crois~a~lce de P. 

gingivalis 33277 etait due a l'incapacité de cette bacterie à combler efficacement ses 

besoins en fer, différentes sources de fer ont été ajoutées au sérum. Les résultats de ces 

croissances, présentés au tableau 19, révèlent que le sénun humain permettait une meilleure 

croissance de P. gingivalis 33277 lorsqu'il était suppltmentk en hémine ou FeC13. Les 

différentes densités optiques atteintes par la souche 33277 dans le s e m  humain présentées 

aux tableaux 16 et 19 sont probablement dues a ce& facteurs physiques influençant la 

croissance comme la température et la présence d'oxygène dans la chambre anaérobie. 

3.6 Analyse comparative de l'activité prottolytique de cultures obtenues 

suite P 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, diffkrents essais ont été effectués. Les cellules et les 

sumageants de culture ont été récoltés après croissance daas le milieu MBB sans 

suppldment et additionné de différentes sources de fer, soient l'hémine ou la transferrine. 

Dans un premier temps, l'hydrolyse du Bapna et du Blpna par les cellules et les sumageants 

de culture provenant des trois différents milieux a 6te testée. 

Comme montré au tableau 20, les conditions de croissance ont infiuencé les activités 

protkolytiques k g -  et Lys-gingipaine de P. gingivolîs 33277. Les cellules ayant &té 

cultivées en présence de transfenine ou dans un milieu déficient en fer semblaient posséder 

deux fois plus d'activité que les cellules cultivtes dans le milieu contenant de I'hémine. Au 

contraire, l'activité Arg-gingipaine s'est r&&e être environ deux fois plus forte lorsque le 

surnageant provenait de ia croissance dans le milieu MBB additiomk d'htmine 



Tableau 19. Croissance de P. gingivolis 33277 dans le sérum humain sans supplkment ou 

additionne de différentes sources de fer 

Supplément au s d m  h i t é  optique à 660 nm suite à une 

croissance de 48 h (essai Ilessai 2) 

Aucun O,OO/O,OO 

Hémine 0,45/0,36 

FeC13 0,80/0,90 



Tableau 20. Comparaison des activités Arg- et Lys-gingipaines des cellules et sumageants 

de P. gingivolis 33277 provenant de différents milieux de culture 

Frachon Supplément au milieu MBB Arg-gingipainea L~S-gingipaineb 

(essai Ilessai 2) (essai l/essai 2)  

Cellules Aucun 1,084/0,867 0,356/0,398 

Hémine 0,54910,489 0,387/0,356 

Tram femne 1,16310,949 0,702/0,679 

S mageant Aucun 0,26610,272 0,070/0, 1 17 

Hémine 0,7 1910,669 O, 127/0,2 16 

Transfemne 0,273/0,29 1 O, 106/0, 1 06 

a déterminé par mesure (AMsimi) de l'hydrolyse du substrat BAPNA 

b. determiné par mesure (hoSm) de l'hydroiyse du substrat BLPNA 



comparativement a u  deux autres milieux L'activitk Lys-gingipaine des cellules ayant été 

cultivées en présence de transferrine s'est rév6lee être environ deux fois plus forte que celle 

des cellules cultivées dans les deux autres milieux. 

Daas un deuxi*&ne temps, les cellules provenant de ces trois conditions de culture 

différentes ont elé incubées en présence de transferrine et la dtgradation de celle-ci a W 

vérifiée par analyse SDS-PAGE. Les profils de d6gradation obtenus ont montré qu'il n'y 

avait pas de différence observable (domdes non montrées). 



CHAPITRE N 

DISCUSSION 

P. gingivuiis a été particulièrement associé à la parodontite chronique de l'adulte, une 

réaction inflammatoire en réponse à une surcroissance bactérienne qui méne à une 

destruction des tissus de soutien de la dent. Pour être en mesure de se multiplier au site de 

l'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 crhricuiaire, se 

trouvant plutdt cornplex6 à des proteines de l'hôte telles la sansferrine. P. gingivalis doit 

donc posseder un mdcanisrne lui permettant d'acquérir le fer de la transferrine. L'objectif 

de mon projet de m a î ~ s e  était de demontrer le rdle des protéases de P. gingNulis dans 

I'acquisition du fer de la transferrine humaine. 

Dans un premier temps, la croissance de P. gzngivah a été 6vaiuée dans un milieu de 

culture contenant la tramferrine humaine comme seule source de fer. Le milieu MBB a &té 

choisi pour ces expériences, car il contient une quantité de fer i d s a n t e  pour supporter la 

croissance à long terne de P. gingivaiis. Cinq souches de P. gingivalis (33277,381,49417, 



W50 et W83) ont été utilisées, afin de démontrer une certaine reproductibilité au sein de 

l'espèce. Les résultats obtenus ont d'ailleurs eté comparables pour les cinq souches. Le 

milieu MBB seul, c'est-à-dire sans source de fer, n'a pu supporter la croissance à long 

terme des différentes souches. Par contre, loaqu'une source de fer était ajoutée au milieu 

de culture soit l'hémine ou la tramferrine, 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 I'hemine, qui est une source de fer 

classiquement utilisée dans les milieux de culture, ou la tramferrine peuvent être utilisé par 

ce microorganisme pour combler ses besoins en fer. D'ailleurs, d'autres chercheun (125, 

127, 134) ont déjà démontré que P. gingivolis peut utiliser la ûamfemne humaine comme 

source de fer. 

Le mécanisme par lequel P. gingivalis acquiert le fer de la transfemne demeure cependant 

incompris. C'en pourquoi, dans un deuxième temps, les quatre mécanismes connus 

d'acquisition du fer de la transferrine (activité de liaison de la transfemne, production de 

sidérophores, activité réductase du fer femque et activité protéolytique) ont été étudiés chez 

P. gingivuhs 33277, qui a été choisi comme souche type de l'espèce. Premièrement, 

l'activité de liaison de la transfemne par les cellules entiéres a été évaluée par la technique 

de Schryvea (131). Aucune activité de liaison de la transfemne n'a pu être détectée. Ce 

résultat va cependant à l'encontre de ceux obtenus par Taraki et coll. (128) qui ont 

démontré, par l'utilisation de transferrine marquée à i'12'~, une activitd de liaison de la 

tramferrine chez P. gingivalis 381,33277 et W83. Cette activité serait selon eux spécifique 

et réversible et constituerait une première &tape dans I'acquisition du fer de I'hdte par ce 

microorgm*me. Cette divergence au sujet des résultats poumit s'expliquer par des 

diffërences au niveau des techniques utilisées. L'emploi de la tramferrine radioactive 

permet sans aucun doute d'améliorer la sensibilité de la méthode, cependant il resterait à 

conIiirmer si ce niveau d'activité de liaison conoibue d'une f y n  significative a 

l'acquisition du fer de la muisfemne dans des conditions physiologiques. De plus, le fait 

que Tazalii et coll. (128) n'aient pas inch de contrôles positif et négatif rend difficile 

l'estimation du niveau réel d'activit6 de liaison de la t d e n i n e .  



Deuxièmement, la production de sidérophores, des molécules chélatrices de fer, a été 

vérifiée dans le surnageant de culture de P. gingivufis 33277 par un essai colorimetrique. 

Les résultats ont montré que le mdcanisme d'acquisition du fer chez P. gingivafis est 

indépendant de la production de sidérophores. Le troisième mécanisme d'acquisition du fer 

de la tnuisfemne vérifie implique une activité réductase du fer femque. 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 réalisé en conditions 

d'aérobiose, aucune activité réductase du fer femque n'a pu être détectée chez les cellules 

et dans le surnageant de culture de P. gingivalis 33277. Cependant en conditions 

d'anaérobiose, le surnageant de culture a entràiné une réduction du fer ferrique en fer 

ferreux. La capacité du surnageant de culture à réduire le fer femque est probablement due 

aux conditions anaérobies qui implique un environnement réduit Afin de confirmer 

l'absence d'une production de sidérophores et d'une activité réductase, une seconde 

méthode a été utilisée soit l'électrophorése en présence d'urée. Ce type d'dlectrophoiése 

permet de visualiser diffkremment la transfemne chargée en ions femques ou non chargée. 

Après incubation des cellules bacteriemes ou du surnageant de culture en présence de holo- 

transferrine (forme chargée en fer) et analyse par Clectrophorèse en présence d'urée, les 

résultats ont montré que le niveau de saturation en fer de la ûansfemne est demeur6. S'il y 

avait eu présence de sidérophores ou d'activité réductase, le fer présent sur la transferrhe 

aurait été largué et les résultats auraient monîré la transfemine sous sa forme apo qui est 

non chargée en fer. L'ensemble de ces r6sdtats permet donc de conclure à l'absence de 

production de sidtrophores et d'activité réductase du fer ferrique chez P. gingivdis. 

Pour metne en &idence la participation des protéases bactériennes dans le processus 

d'acquisition du fer de la transfemne, la capacité de P. gingiwls 33277 a degrader la 

d e r r i n e  a été évaluée par analyse SDS-PAGE. Les cellules de P. gingiwlis se sont 

avérées capables de dégrader Ia Eransfemne en fcagxnents de faible poids moléculairey 

loaqu'incubées en présence de la proteine. 

II est reconnu que la majorité de l'activité protéolytique associée aux cellules de P. 

gzngivafïs est due à la présence de gingipaines (34). Celles-ci sont r&parties en deux 



catégories selon leur mode d'action sur les substrats; Arg-gingipaine pour celles qui 

coupent après l'acide aminé arginine, et Lys-gingipaine pour celles qui coupent après 

l'acide aminé lysine. La transfemne 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 après les acides aminés arginine ou lysine accessibles aux gingipaines de P. 

gingivalis. Cette capacité de P. gingivalis a dégrader la transfemne semble être de première 

importance dans l'acquisition du fer de cette protéine, étant le seul mécanisme d'acquisition 

du fer de la transfemne qui a pu être demontré chez ce microorganisme. La dégradation de 

la tramferrine en fragments de faible poids moléculaire faciliterait soit le largage du fer de 

la transferrine, soit l'assimilation par la cellule de peptides auxquels du fer serait lié. 

D'autres études seront cependant nécessaires pour élucider ces demières suppositions. 

Dans le but de confirmer le rôle des protéases de P. gingivdis dans l'acquisition du fer de 

la transfemne, 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 évduds @ce à l'utilisation de substrats 

chromogéniques. Puis, ces ciifferentes souches ont ét6 testées quant à leur capacité a 

dégrader la transfemne et à croître en présence de cette protéine comme seule source de fer. 

Les mutants spontanés Ml, M2 et 494 l7NP, déficients en activités Arg- et Lys-gingipaines, 

n'ont pu dégrader la transferrine suite à une incubation in vitro. De plus, ils n'ont dégradé 

que minimalement la protdine lors d'une première croissance dans un milieu sans source de 

fer. Ceci a pu être évalué, car la croissance de P. gingivalis est possible, pour un nombre 

limite de transferts, dans un milieu sans source additionnelle de fer grâce aux réserves 

d'hémine que œ microorganisme accumule au niveau de sa membrane exteme lors d'une 

croissance préalable en milieu supplémenté en hémine. Les mutants Ml, M2 et 49417NP. 

n'ont cependant pu croître, à long terme, dans un milieu contenant la transfenine comme 

seule source de fer. Ces résultats suggèrent un lien entre la possession des BCfiVites k g -  et 

Lys-gingipaines et la capacité des bactéries a dégrader et utiliser la msfemDe comme 

source de fer. En outre, la dégradation de la tramferrine semble essentielle pour que le 

micfoorgankme puisse utiliser le fer présent sur cette protéine. L'utilisation de mutants 



spontanés déficients en activités Arg- et Lys-gingipaines a permis de suggdrer ces 

conclusions. Toutefois, ceci devrait être confirmé par 1' utilisation de mutants, construits par 

biologie moléculaire, spécifiquement affectés pour les gènes Arg-gingipaines 1 et 2 et Lys- 

gingipaine. En effet, les mutants Ml et M2 sont des mutants spontanés sélectionnés quant à 

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 

chercheun avait rapporté que l'activité Arg-gingipaine des mutants Ml et M2 dtait trks 

faible (46). Les mutations qu'ont subies ces souches sont inconnues, mais pourraient être au 

niveau d'un gène de régulation. Il se peut donc qu'en plus de l'absence d'activité 

d'hémaggiutination et d'activités Arg- et Lys-gingipaines, l'expression d'autres gènes ait 

été modifiée et que les résultats obtenus concernant l'incapacité de ces souches à degrader 

et utiliser la tninsfemne comme source de fer pour la croissance soit due ik d'autres activités 

manquantes. En ce qui a trait au mutant 49417bJP' il a et6 sélectionné au laboratoire quant 

à son absence de pigmentation sur une gélose contenant du sang. Les gènes mutés restent 

donc inconnus pour l'instant. 

Ces dernières 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 l'activité Arg-gingipaine. Le mutant dirigé KDP 1 12, interrompu sur les 

dew genes responsables de l'activité Arg-gingipaine (Arg-gingipaines 1 et 2), a démontré 

une déficience complète en activité Arg-gingipaine et une activité Lys-gingipaine très peu 

affect&. D'ailleurs, I'kquipe qui a construit le mutant KDPI 112, avait rapporte cme 

absence d'activité Argwgingipaine chez ce dernier (47). Le mutant KDPI 12 s'est avM 

capable de dégrader la îransferrine et de ctoitre en présence de cette dernière comme seule 

source de fer. Ces r6sesultat.s suggerent que l'activité Lys-gingipaine est suffisante pour 

permettre la dégradation de la transfemne, et ainsi l'utilisation du fer présent sur la proteine 

par P. gingivalis KDP 1 12. L'effet de la protéase purifiée Lys-gingipaine sur la transftmne 

resterait à vkrifier. L'analyse plus approfondie de la croissance des souches 33277 et 

KDP112 dans le milieu MBB additionné de transferrine comme source de fet a permis 

d'apporter quelques précisions. Le mutant KDPI 12, déficient en activité Arg-&&aine, 

peut utiliser la tramferrine comme source de fer, cependant, en cornpiiraison avec sa souche 



parentale 33277, sa phase de latence et son temps de génération dans le milieu contenant la 

transfemne comme source de fer sont plus longs, et la densité optique finale atteinte par la 

culture est moindre. Ces résultats suggèrent que l'activité kg-gingipaine n'est pas 

essentielle à l'acquisition du fer de la tramferrine par P. gingivalis, mais favorise cette 

dernière. 

Le mutant dirigé G102, interrompu sur le gène de 1'Arg-gingipaine 2, a démontré une 

déficience complète en activité Lys-gingipaine et un niveau d'activité kg-gingipaine 

similaire a 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 rapporte qu'il était muté sur le gène 

de l'kg-gingipine 1 (31), puis, deux années plus tard, ils ont corrigé pour le @ne de 

l'kg-gingipaine 2 (42). L'exactitude des informations transmises par cette dquipe 

mériterait vérification. Selon ew, l'activité kg-gingipaine du mutant G102 représente 

environ les deux tiers de celle de la souche parentale (31). Malheureusement, ils n'ont pas 

évalue le niveau d'activité Lys-gingipaine chez ce mutant. L'écart au niveau de t'activité 

Arg-gingipaine, entre la présente étude (1 00% par rapport a la souche parentale) et celle 

réalisée par Yoneda et coil. (66% par rapport à la souche parentale) (3 1 ), est ciifficilement 

explicable, car la méthodologie ernployde était sensiblement la même. Une explication 

possible du niveau d'activité Arg-gingipaine du mutant G102 serait que l'activité Arg- 

gingipaine est dérivée du produit de deux gènes (Arg-gingipaine 1 et 2) et que lorsqu'un de 

ces gènes est défectueux, il se produirait une régulation positive au niveau de l'autre gène. 

Ce phhomène amtnerait le niveau d'activité Arg-gingipaine du mutant un niveau 

comparable à celui de la souche parentale. En ce qui a trait il l'absence d'activit6 Lys- 

gingipaine chez le mutant G102, ce phhomene pourrait s'expliquer par le fait que les 

produits du g h e  de I'Arg-gingipine 1 seraient essentiels 4 la niaturation ou I'arrangement 

de la protéase Lys-gingipaine. D'ailleurs, il a déjà été rapporté que les proteases h g -  

gingipaincs de P. gingivdis seraient impliquées dans I'arrangement de prdprotéines 

bacthiemes incluant la progingipaine K, une forme protéique précurseure de 75 D a  de la 

Lys-gingipaine (5 1 kDa) (45,135, 136). Le mutant G102 s'est avérC capable de degrader et 

utiliser la tmsfemne comme source de fer. Ces résultats suggèrent que l'activité Arg- 

ginpipaine est suffisante pour permettre la dégrdation de la transferrine, et ahsi 



l'utilisation du fer présent sur la transferrine par P. gingivalis G102.11 serait intéressant de 

vérifier l'effet des protéases purifiées Arg-gingipines envers la transfem'ne. Le mutant 

spontané M3, qui a présent6 des niveaux d'activités Arg- et Lys-gingipaines similaires au 

mutant G102, a également été en mesure de dégrader et utiliser la tramferrine comme seule 

source de fer, appuyant ainsi le fait que l'activitk kg-gingipaine soit suffisante. 

Le mutant dirigé MT10 a démontré des niveaux d'activités Arg- et Lys-gingipaines 

similaires à ceux de la souche parentale 38 1. Ces résultats sont inattendus, puisque le géne 

de l'kg-gingipaine 1 de ce mutant est défectueux. En outre, Tokuda et d l .  (42) avait 

rapporté une diminution de 60% de l'activité Arg-gingipaine chez ce mutant, Par contre, 

comme prévu étant donné la présence d'activités Arg- et Lys-gingipaines, le mutant MT10 

a étt! capable de dégrader et utiliser la transfenine comme source de fer. 

Les mutants W501 et W50D7 ont été interrompus sur le gène de I'Arg-gingipaine 1 et 2, 

respectivement. Le niveau d'activité Lys-gingipaine de ces mutants s'est avkré similaire à 

celui de leur souche parentale, soit WSO. Par contre, le niveau d'activité Arg-gingipine de 

ces mutants s'est retrouvé diminué par rapport à la souche WSO. Selon Rangarajan et coll. 

(38), la perte du gène Arg-gingipaine 1 entraîne une diminution de l'activité Arg-ginpipaine 

présente dans la fiaction cellulaire, mais surtout une diminution importante de celle 

présente dans le sumageant de culture. D'ailleurs, un niveau d'activité Arg-gingipauie trés 

faible a été retrouvé dans le sumageant de culîure du mutant W501, par contre les cellules 

de ce dernier ont demontré un niveau d'activité Arg-gingipaine comparabie B celui de la 

souche W50. Cet ticart peut s'expliquer par une diffbrence au niveau de l'âge des cellules 

bactérienoes utilisées. Selon Aduse-Opoku et coll. (48), l'inactivation du gène de lYArg- 

guigipaine 2 enaaîne une diminution d'environ 50% de I'activite Arg-gingipaine totale 

chez le mutant, Cette diminution est plus prononcée dans la fmction cellulaire que dans le 

surnageant de culture. Les résultats obtenus dans la présente Ctude sont comparables a ces 

demien. L'activité Arg-pingipaine présente dans le sumageant de cultue du mutant 

W50D7 s'est retrouvée niminuée de 40% par rapport a la souche parentale et celle associée 

aux cellules de 80%. Les mutants WSO 1 et WSOD7 ont été capables de dégrader et utiliser 



la transfemne comme source de fer. Ces rdsuitats vont de pair avec les niveaux d'activités 

Arg- et Lys-gingipaines présents chez ces souches. 

Il est intéressant de noter que deux souches mutées sur le même gène, par exemple k g -  

gingipaine 2, n'ont pas produit les mêmes phdnotypes. En effet, le mutant GO12 ne possède 

plus l'activité Lys-gingipaine, tandis que son homologue, le mutant W50D7, démontre un 

niveau semblable de cette activité par rapport à sa souche parentale. Ce phhomène 

demeure inexplique. Une possibilitd avancée par Tokuda et coll. (42) est que la rdgulation 

de l'express ion des protéases s'effectue différemment selon les souches bactériennes. 

Le gène prtH a eté inactivé chez le mutant V2296. Ce gène code pour une protéase de 97 

kDa qui se retrouve normalement sur les v6sicules membranaires et qui a la capacit6 de 

dégrader la protdine C3 du complément (41). Les activitks 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 entieres se sont avérés diminu& de 20 à 50% par rapport A la 
souche parentale. Fletcher et WU. (4 1) avait d'ailleurs rapporté que le surnageant de culture 

du mutant V2296 démontrait une diminution de son niveau d'activitb Arg-gingipaine par 

rapport à la souche W83. Une explication possible concernant les niveaw d'activités 

protéolytiques diminués chez la souche V2296 serait que les produits du géne prrH 

participent à l'expression ou la maturation des protéases k g -  et/ou Lys-gingipahes. Le 

mutant V2296 s'est avéré capable de dtgrader et utiliser la transfemne comme source de 

fer. Ces résultats vont de pair avec la pr6sence d'activités Arg- et Lys-gingipaines chez ce 

mutant La perte de la protéase de 97 kDa ne semble pas nuire à I'acquisition du fer de la 

tnuisferrine par œ mutant. 

Le gène tpr a kt6 inactivé chez le mutant W83PM Ce gène code pour la protéase Tpr de 80 

kDa qui possède la capacitk d'hydrolyser le collagène. La mise en bidenu des activitds 

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 rapporte des niveaux d'activités 

Arg-gingipaines équivalents pour les cellules de W83 et celles de W83PM. Comme 



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 tramferrine 

comme source de fer. La perte de la protéase de 80 D a  ne semble donc pas nuire à 

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

Brièvement, l'utilisation de mutants déficients en activit6s protéolytiques a permis 

d'appuyer l'importance des protéases dans I'acquistion du fer de la ûansferrine 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 transfemne en fragments de faible poids moléculaire. Cette dkgradation 

de la protéine semble essentielle à l'acquisition du fer présent sur la tnuisferrine par P. 

gingivaks. 

La présente étude s'es poursuivie en effectuant différentes expdriences permettant 

d'analyser plus en détail la dégradation et l'utilisation de la ûansfemne par la souche type 

choisie, soit 33277. 

Le degr6 de saturation de la tnuisfemne ne modifie pas la susceptibiliié de la prottine B la 

ddgradatioo par P. gingivolis 33277. Lors d'une incubation avec les cellules bactériennes. 

I'apo- (forme non chargée en fer) et I'holo-tnuisfemne (forme chargée en fer) sont 

dégraddes de façon similaire. Ceci indique que la présence des ions femques ne ghent pas 

la liaison des protéases ti la tramferrine. 

Suite à la dégradation de la transfenine par P. gingivalis 33277, les fragments produits ne 

se lient pas aux cellules bacteriemes. Ceci supporte l'absence d'activitk de liaison de la 

transfemne chez ce microorganisme démontrée précedement. 

La transfemine est une glycoprotéine dont la composition en hydrate de carbone aacint 

5'7% (92). Différents nicns sont liés a la protéine dont le mannose, le gaiadose, le 

glucosaniine et le fucose (92). Dans le but L vérifier si les glycosidases participent A la 

d6gradation de la transferrine par P. gingivalis 33277, I'effét de différents inhibiteurs de 



glycosidases sur la dégradation de la tramferrine a été étudié. Aucun des inhibiteurs testés 

n'a influence la dégradation de la transferrine. Ces resultaîs indiquent que la présence de 

sucres sur la tmnsferrine ne gOne pas la liaison des protéases à la protéine et que les 

glywsidases de P. gingivalis ne jouent pas un rôle important dans la dégradation de la 

transfemne. 

M I ~  de vérifier le rôle des activités Arg- et Lys-gingipaines de P. gingivalis 33277 lors la 

dégradation de la transfemne; l'effet de diffbrents inhibiteurs de ces protéases a kt6 évalué 

sur la dégradation de la tramferrine. 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 tramferrine par P. gingivalis. L'unique 

inhibiteur d'aspartique-protéases testé, la pepstatin, n'a produit aucune inhibition des 

activités Arg- et Lys-gingipines prksentes chez P. gingivalis et de la dégradation de la 

transfemne par ce microorganisme. Les inhibiteurs de sérine-protéases test&, AEBSF et 

DFP, n'ont eu que très peu d'effet sur les activitds protéolybques. Par contre, 1' AEBSF a 

semblé inhiber légèrement la dégradation de la transferriae p u  P. gingivalis. La 

dégradation de la msfemne et l'activité Lys-gingipaine n'ont pas été affectées par la 

présence dans l'essai réactionnel des inhibiteurs de métallo-protéases utilisés, bestatin et 

EDTA. Cependant, l'activité Arg-gingipaine s'est retrouvke diminuée environ de moitid en 

présence d'EDTA, et est restée inchangée en présence de bestdtin Plusieurs inhiiiteurs de 

cystéine-protéases ont dtk utilisés. Tous ces inhibiteurs de cystéine-protéaxs ont eu des 

effets sur les activités k g -  et Lys-gingipaines de P. gingivalis 33277, a l'exception de I'E- 

64. La leupeptin et la cystatin ont inhibé plus particulikrement l'activité kg-gingipaine, 

tandis que l'iodoacétamide a inbibt plus particditrement i'activitk Lys-gingipaine. Une 

inhibition de la dégradation de la transferine produite par P. gingivah a ée obtenue avec 

plusieurs de ces inhibiteurs dont : le TLCK, l'iodoacétamide, l'Ac-Arg-CHFi, l'antipaine 

et le FPRCK. Il était prévisible d'obtenir les plus fortes inhibitions en piesence des 

inhibiteurs de cystéine-protéases, étant domé que la grande majorité de I'activité 

protéolytique présente chez P. gingivolis est due B l'activité de cystéine-protéases. 

Cependant, certains inhibiteurs de cystéine-potéases n'ont pas causé d'inbiïition de la 



dégradation de la transferrine. Ces observations suggèrent que la nature de la molécule, le 

poids moléculaire et son mode d'action peuvent déterminer l'efficacité de l'inhibiteur. 

Enfin, l'ensemble de ces résultats confirment l'importance des protéases, plus 

spécifiquement des cystéine-protéases, dans la dégradation de la tramferrine par P. 

gingivolis. 

L'effet de différents inhibiteurs de cystéine-protéases a dté évalué sur la croissance de P. 

gingivalis en présence de transfemne comme seule source de fer. Le milieu MBB a été 

choisi comme milieu de culture à cause de son contenu élevé en petits peptides et faible en 

proteines. Sous ces conditions, les protéases de P. gingivolis 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 FPRCY n'ont pu empêcher la croissance de ce 

microorganisme. La leupeptin n'avait cependant pas été en mesure d'inhikr la dégradation 

de la transfemne. Une explication plausible serait que l'inhibition de la croissance était 

favorisée étant d o ~ e  la concentration de microorganismes (présente dans ~'inoculum) 

moins élevée que dans l'essai in vitro. L'antipain et le FPRCK avaient, quant a eux, inhibe 

la dégradation de la msfemne. Leur incapacitk à inhiber la croissance peut être due A des 

interactions des inhibiteurs avec des co~*tuants du milieu de culture. L'ensemble de ces 

résultats confirment que les cystéine-protéases de P. gingivolis sont impliquées dans 

l'acquisition du fer de la tmfemne par ce microorganisme. Différentes études ont 

rapporté des inhibitions de la croissance de P. gingivdis par des inhibiteurs de cystéine- 

protéases comme la cystatin S (63, 137), I'iodoacétamide, le TLCK et la leupeptin (62). 

Ces auteun avaient toutefois utilisé des milieux de culture riches en peptides a en fer pour 

réaliser leurs expériences. 

L'ajout d'une source exogène de protéases, la trypsine pancréatique, n'a pas permis au 

mutant Ml, déficient en activités Arg- et Lys-gingipaines, de croître en présence de 

transferrine comme source de fer, même si la tramferrine présente dans le milieu de culture 

avait &te d6gradtie en fragments de plus faible poids moléculaire par la trypsine. Cette 

inaptitude du mutant Ml a croître dans ce milieu pourrait être reliée à son incapacité a 



acqudrir le fer des fragments de transfemne 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 pathogène (W50) ou non pathogène 

(33277) a croître dans du sérum humain dilué s'est avérée différente. La densité optique 

finale atteinte par la souche pathogène est beaucoup plus élevée que celle atteinte par la 

souche non pathogène. Les facteurs responsables de la pathogénicité chez certaines souches 

de P. gingivulis demeurent inexpliqués. Certaines études ont suggéré que l'activité 

collagénase (129) et les activités protéolytiques (138) peuvent constituer des d6tenninants 

importants de la pathogénicité associée à P. gingivalis. Il existe également une différence 

significative de croissance dans le sérum humain entre la souche parentale 33277 et sa 

souche mutante KDPI 12, déficiente en activitk Arg-gingipaine. En effet, le mutant 

KDP112 s'est avére tout-à-fait incapable de croitre dans ce s e m .  Ces résultats suggèrent 

que l'activité Arg-gingipaine permet à la souche 33277 d'acquérir certains elbments 

essentiels a sa croissance ou de vaincre l'effet bactéricide du sérum lié au système du 

complément. 

La croissance de la souche 33277 dans le sérum humain inactivé à la chaleur s'est avérée 

similaire a celle obtenue dans le sérum actif. Ce résultat indique que la difficulté de la 

souche 33277 a croître dans le sérum buniain n'est p reliée à une susceptibilité possible z i  

l'effet bactéricide du skrurn. D'ailleurs, Sundqvist et Johansson (139) avaient demontré que 

certaines souches de P. gingivdis sont très rdsistantes à l'effet bactéricide du sérum 

humain. Cette caractkristique reflkte bien le potentiel virulent de P. gingivalis. 

L'activité Lys-gingipiiine présente dans la hction cellulaire de la souche pathogène WSO 

et de la souche non pathogène 33277 mesurée en présence de sérum humain s'est avMe 

réduite par rapport à celle déterminée en absence de sérum. D'autre parf les souches 

pathogène et non pathogtne ont démontre des différences quant à leur activitb Arg- 

gingipaine mesurée en présence de sénun. L'activite Arg-gingipaine de la souche 

pathogène est favorisée, tandis que celle de la souche non pathoghe est plutôt diminuée. 



Ces rksultats suggèrent que l'activité Arg-gingipaine pourrait représenter un dément 

important associé à la pathogénicitd. Le faible niveau d'activité Lys-gingipine obtenu pour 

la souche KDP112 est probablement du aux mauvaises conditions lors de la réalisation de 

ces essais. Cependant, les résultats présentés permettent quand même de porter quelques 

suppositions sur l'effet du s é m  sur les activités Arg- et Lys-gingipaines. 

Il existe certaines différences au niveau des activités Arg- et Lys-gingipaines des cellules et 

sumageants de culture apres croissance de P. gingivalis 33277 dans le sérum humain ou le 

milieu MBB. Le surnageant de culture provenant du sérum humain possèdait plus d'activité 

Arg-gingipaine que celui provenant du milieu MBB. D'autre part, les cellules provenant du 

sérum ont demontré plus d'activité Lys-gingipiune que celles provenant du milieu MBB. La 

dégradation de la transfemne par les cellules ayant &é cultivées dans le sérum humain ou 

dans le milieu ME3B 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 a des sumageants de culture. 

Le sérum humain contient diverses protéines dont celles qui lient des atomes de fer comme 

la transferrine et la lactoferrine. La prdsence de ces proteines produit des conditions 

bact&iostatiques pour la croissance bactérienne en séquestrant le fer nécessaire au 

métabolisme bactdrien. Aussi, la difficulté du sérum humain a supporter la croissance de P. 

gingivalis 33277 semble reliée i l'incapacité des cellules à combler lem besoins en fer, 

puisque l'ajout d'hémine ou de FeC4 au sérum humain a grandement favorisé la croissance 

de 33277 dans ce milieu Cependant, cette souche s'&ait avérée capable de ddgrader la 

transferrine présente dans le semm humain. Cette degradation aurait du permettre & cette 

souche de combler ses besoins en fer. Par contre, il est possible que la quantite de fer 

requise pour la croissance de la souche 33277 soit supérieure B celle requise pour la souche 

W50 et qu'ainsi la quantité de fer rendue disponible a purit de la tramferrine soit 

insuffisante. La conttadiction de ces résultats démontrent qu'il reste du travail B réaliser 

avant de connaître l'ensemble des processus menant A l'acquisition du fer B partir des 

peptides de transferrine générés par les cellules bactérienees. 



La prbsente dtude s'est terminee par une analyse comparative des activitks protéolytiques 

de P. gingivalis 33277 après croissance dans des conditions riches et pawres en fer. Les 

cellules ayant poussé en absence de fer ou en présence de transferrhe ont démontré un 

niveau d'activité Arg-gingipaine environ deux fois supérieur à d e s  ayant poussé en 

présence d'hémine. Ces rCsdtats sont en accord avec ceux obtenus par U et coll. (140) qui 

ont démontré que I'hémine inhibait l'activité kg-gingipauie chez P. gingivalis W83. En ce 

qui a trait à l'activité Lys-gingipaine, les cellules ayant et6 cultivées en présence de 

transfemne ont démontré un niveau environ deux fois plus fort de cette activité par rapport 

a u  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 dégrad6 la 

transfemne de façon similaire. Ces dernières expériences mdriteraient cependant d'etre 

répétées avec des cellules récoltées au même stade de leur développement, par exemple en 

phase exponentielle. En effet, les cellules ayant poussé dans une condition pauvre en fer 

n'étaient sûrement pas au même stade que celles ayant pousse dans une condition riche en 

fer. 

En conclusion, la transfemne représente une source de fer utilisable par P. gingntols. Le 

mécanisme par lequel ce microorganisme acquiert le fer de la transferrine implique une 

activité protéolyûque envers la protéine. D'ailleurs, P. gingivufis dégrade la tramferrine en 

fragments de faible poids m o l é c d ~  lors d'une croissance ou d'une incubation in vitro. 

Ceîte dégradation de la W e r r i n e  apparaît néessaire A I'acquisition du fer de la protéine. 

Enfin, la possession d'au moins une des deux principales activitds protéolytiques, Arg- ou 

L ys-gin@ paine, semble essentielle pour que P. ging Nulis puisse dégrader et utiliser la 

merrine  comme source de fer. 
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