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Abréviations 

A adénosine 
A260 absorbance mesurée à 260 nm 

AAC aminoglycoside acétyltransférases 

AAD aminoglycoside adénylyltransférases 

ACE bis-(acétoxyéthoxy)-méthyle éther 

AcOH acide acétique 

ADN acide désoxyribonucléique 

ANT aminoglycoside adénylyltransférases 

APH aminoglycoside phosphotransférases 

APS peroxodisulfate d’ammonium 

ARN acide ribonucléique 

ARNm ARN messager 

ARNt ARN de transfert 

C cytosine 

DOS désoxystreptamine 

EDTA acide éthylène diamine N, N, N’, N’-tétracétique 

ESRF European Synchrotron Radiation Facility 

G guanosine 

HIV Human Immunodeficiency Virus 
HPLC High Pressure Liquid Chromatography 

HTS High Throupout Screening 
MIC Minimal Inhibition Concentration  

MPD 2,4-méthylpentanediol 

Nt nucléotide 
qsp quantité suffisante pour 

RMN Résonance Magnétique Nucléaire 

RMSD Root Mean Square Deviation 
rpm rotation par minute 

RRE Rev Responsive Element 

RX Rayons X 
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SLS Swiss Light Source 

TBE Tris-Borate-EDTA 

TEMED N, N, N’, N’- tétraméthyléthylènediamine 

TSS Toxic Shock Syndrome 

U uridine 

UV Ultra-Violet 

V/V Volume / Volume 
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Chapitre 1 Introduction générale 

 
 

I Importance de la recherche sur les antibiotiques 

Antibiotique : « toute substance chimique produite par un micro-organisme capable 
d'inhiber le développement et de détruire d'autres micro-organismes en 
solution diluée ».  (Selman Waksman 1941) 

380915 : Nombre de références Pubmed associées au terme de recherche « antibiotics » au 
16 août 2005. Près de 23 % de ces références concernent la famille des 
aminoglycosides. 

 
 

A. Un peu d’histoire… 

L’histoire des antibiotiques tels que nous les connaissons actuellement a débuté 

durant la seconde guerre mondiale avec la production industrielle aux Etats-Unis des 

premiers médicaments à base de pénicilline. Ces traitements ont permis de sauver plusieurs 

millions de personnes et la production de pénicilline a véritablement fait partie de l’effort 

de guerre (figure 1.1). Les laboratoires de recherche industriels et académiques ont alors 

engagé un processus à grande échelle pour découvrir de nouveaux principes actifs afin 

d’enrayer les autres infections bactériennes connues.  

Au cours des décennies suivantes, les recherches entreprises ont permis de 

compléter l’arsenal antibactérien mis à la disposition des médecins et du grand public. La 

streptomycine fut isolée à partir de Streptomyces griseus (1943), le chloramphénicol à 

partir de Streptomyces venezualaela (1947), la chlortétracycline à partir de Streptomyces 

aureofaciens (1948), l’érythromycine à partir de Streptomyces erythreus (1952), etc. 

Depuis les années 1950-60, de multiples dérivés semi-synthétiques d’antibiotiques 

naturels, obtenus par ajout de divers substituants (voir l’exemple des aminoglycosides 

chapitre 4), et des antibiotiques entièrement synthétiques (par exemple l’azithromycine) 

ont été commercialisés. Cependant, les connaissances scientifiques n’ont permis la 

découverte que d’une seule nouvelle famille d’antibiotiques non-naturels, celle des 

oxazolidinones (Slee, Wuonola et al. 1987; Swaney, Aoki et al. 1998).  
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Figure 1.1 : « When the thunderous battles of this war have subsided to pages of silent print in a 

history book, the greatest news event of WW II may well be the discovery and 

development – not of some vicious secret weapon that destroys – but of a weapon that 

saves lives. That weapon, of course is penicillin ». Publicité pour la pénicilline des 

laboratoires Schenley parue le 14 août 1944 dans le magazine Life. Reproduit à partir de 

« the antibiotic paradox » de Stuart B. Levy (Levy 2002).  
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 La vitesse de mise sur le marché de nouvelles molécules s’est peu à peu ralentie 

tandis que dans le même temps, le nombre de souches bactériennes résistantes aux 

traitements disponibles a augmenté. La conjugaison de ces deux phénomènes pose 

aujourd’hui un grave problème de santé publique.  

 Plusieurs ouvrages ont pour thème les antibiotiques (Chast 2002; Levy 2002) et 

retracent l’histoire de leur découverte ainsi que le contexte sociétal. En effet, les 

antibiotiques ont vu leur usage très rapidement détourné de la seule médecine curative et 

sont devenus de véritables arguments marketing dans une société d’après-guerre qui 

cherchait à se rassurer. Le marché des antibactériens représente aujourd’hui un chiffre 

d’affaires annuel global de 25 milliards de dollars, répartis entre médecine humaine, 

vétérinaire et l’ajout d’antibactériens dans des produits domestiques. 

  

B. Classification et modes d’action 

 Les antibiotiques ont fait l’objet d’une classification en familles, groupes et sous-

groupes selon plusieurs critères : (i) leur mode d’action, (ii) leur origine, (iii) leur nature 

chimique, (iv) leur modalité d’action et (v) leur spectre d’action. Les quatre différents 

modes d’action (Walsh 2000; Ritter and Wong 2001) sont représentés dans la figure 1.2 :  

o L’attaque de la paroi bactérienne (bactéries gram +) par les β-lactamines 

(pénicilline G), les glycopeptides (vancomycine) ou l’attaque de la membrane 

plasmique (bactéries gram -) par les polymixines et les céphalosporines.  

o L’inhibition de la synthèse des acides nucléiques par la rifamycine (bactéries 

gram + / gram -) et les quinolones (bactéries gram -). 

o L’inhibition du métabolisme de l’acide folique par les sulfamides (bactéries 

gram + / gram -). 

o Les interférences dans la synthèse protéique par la fixation à la sous-unité 

30 S : aminoglycosides, tétracycline (bactéries gram + / gram -) ou par 

fixation à la sous-unité 50 S : macrolides et lincosamides (agissant sur les 

bactéries gram +) et phénicolé (bactéries gram + / gram -). 

 



 16 

Cette thèse a pour objet l’étude structurale des mécanismes d’interférence de la 

synthèse protéique, au niveau de la sous-unité 30S du ribosome, induits par le groupe des 

aminoglycosides. 

 

 
Figure 1.2 : Principaux modes d’actions des antibiotiques : inhibition de la synthèse de la membrane 

cellulaire, inhibition métabolique, inhibition de la synthèse protéique, et inhibition de la 

synthèse des acides nucléiques. 
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II Les aminoglycosides : généralités 

A. Classification des aminoglycosides 

 En 1942 débutait la commercialisation de la pénicilline, premier traitement 

antibiotique disponible, mais qui était inactif contre Mycobacterium tuberculosis, l’agent 

responsable de la tuberculose. Par criblage systématique de cultures bactériennes de M. 

tuberculosis, Selman Waksman a isolé en 1943 le premier agent anti-tuberculose, la 

streptomycine, à partir de Streptomyces griseus. Sa commercialisation a débuté en 1944, 

suivie par celle de la néomycine, de la kanamycine et des autres aminoglycosides naturels 

jusqu’en 1967. Au delà de cette date, les composés mis sur le marché comme l’amikacine 

sont semi-synthétiques (Busscher, Rutjes et al. 2005) (table 1.1). 

 La majorité des aminoglycosides naturels ont été obtenus à partir d’actinomycètes 

de type Streptomyces (ils prennent alors le suffixe « -mycine ») ou de type 

Micromonospora (le suffixe associé est alors « -micin »).  

 La principale caractéristique structurale des aminoglycosides réside dans le cycle 

1,3-diaminocyclohexanetriol appelé streptamine ou, lorsque dans la majorité des cas ce 

cycle est privé de la fonction hydroxyle en position 2, le cycle 2-déoxystreptamine (2-

DOS) (Kondo and Hotta 1999; Ritter and Wong 2001; Hermann 2005). Cette différence 

permet de classer les aminoglycosides en deux principales sous-familles (avec le cycle 2-

DOS ou avec le cycle streptamine). Le deuxième niveau de classification repose sur le 

mode de substitution du cycle 2-DOS (Price and Godfrey 1974; Kondo and Hotta 1999) 

selon quatre combinaisons possibles (figure 1.3 et table 1.2) : 

 - Substitution en position 4 : exemple de l’apramycine (Han, Zhao et al. 2005)  

 - Substitution en position 5 : exemple de l’hygromycine B (Brodersen, Clemons et 

al. 2000) 

- Substitution en positions 4 et 5 : composés 4,5-2-DOS tels que néomycine et 

paromomycine. 

- Substitution en positions 4 et 6 : composés 4,6-2-DOS tels que kanamycine et 

tobramycine. 

 Le dernier niveau de classification est interne au groupe des 4,6-2-DOS selon la 

souche d’actinomycètes dont sont issus les aminoglycosides. 
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 Chaque aminoglycoside se distingue des autres membres de son groupe ou sous-

groupe par son nombre de cycles additionnels au 2-DOS (de un dans le cas de la néamine à 

quatre dans le cas de la lividomycine A) et par la nature des groupements fonctionnels 

(hydroxyles et ammoniums pour les aminoglycosides naturels) répartis sur ces cycles. 

Table 1.1 : Historique de commercialisation des aminoglycosides en médecine humaine. 

Aminoglycoside Année Souches sensibles
Pathologies associées au 

traitement

Streptomycine 1944 M. tuberculosis tuberculose

E. histolytica diarrhées

C. parvum diarrhées

F. tularensis tularémie

Y. pestis peste

Néomycine 1949 Enterobacteriacea infections

(E. coli, Klebsiella) septicémies

Salmonella diarrhées

S. aureus infections, septicémies

TSS

Kanamycine 1957 Enterobacteriacea infections, septicémies

P. aeruginosa infections longue durée

Paromomycine 1959 E. histolytica diarrhées

C. parvum diarrhées

Spectimomycine 1962 N. gonorrheae gonorrhée

P. aeruginosa infections, septicémies

infections longue durée

Gentamicine 1963 P. aeruginosa infections, septicémies

Enterobacteriacea infections longue durée

Tobramycine 1967 P. aeruginosa infections, septicémies

(nébramycine 6) Enterobacteriacea infections longue durée

Sisomycine d 1970 P. aeruginosa infections, septicémies

Enterobacteriacea infections longue durée

Dibékacine 1971 - -

Amikacine d 1972 P. aeruginosa infections, septicémies

Enterobacteriacea infections longue durée

M. tuberculosis tuberculose

Mycobacterium infections opportunistes

N. asteroides infections opportunistes

Nétilmicine d 1975 P. aeruginosa infections intestinales

Enterobacteriacea infections longue durée

Isépamicine d 1978 - pneumonie nosocomiale

Arbekacine d 1990 - -

d = derivés semi-synthétiques  
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Table 1.2 : Classification des principaux aminoglycosides employés. 

Diaminocyclitol Substitution Sous-groupe Exemple naturel
Exemple          

semi-synthétique

Streptidine 4 Streptomycine Streptomycine

2-DOS 4 Apramycine Apramycine

Néamine Néamine

5 Destomycine Destomycine A

Hygromycine B

4,5 Néomycine Néomycine

Paromomycine

Lividomycine

Ribostamycine

Butirosine

4,6 Kanamycine Kanamycine Dibékacine

Békanamycine Amikacine

Tobramycine Arbékacine

Gentamicine Gentamicine C Nétilmicine

Gentamicine B Isépamicine

Sisomicine

Généticine  

 
Figure 1.3 : Représentation des différents aminoglycosides comportant un cycle 2-DOS (en bleu). 
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B. Caractéristiques 

B.1) Spectre d’action 

Les aminoglycosides sont des antibiotiques à large spectre, qui induisent la mort 

des bactéries en perturbant le bon fonctionnement du ribosome. Leur utilisation en 

médecine humaine a cependant été restreinte au milieu hospitalier du fait de leur toxicité 

(voir paragraphe B.2) et l’apparition de souches bactériennes résistantes (voir IV). Certains 

aminoglycosides, tels la paromomycine et la généticine, ont une activité anti-parasitique 

(Wagman, Testa et al. 1974; Waitz, Sabatelli et al. 1974), ce qui justifie leur emploi actuel 

contre certains parasites se développant chez des patients atteints du SIDA notamment 

dans le cas de leishmanioses cutanées (Dugue 2004; Ferreira, Ramaldes et al. 2004; Iraji 

and Sadeghinia 2005). Une autre approche thérapeutique possible employant des 

aminoglycosides pour cibler directement le VIH est en cours d’étude (Ennifar, Paillart et 

al. 2003). Le site d’initiation de la dimérisation du VIH (DIS) possède en effet la même 

structure tridimensionnelle que le site A bactérien et les auteurs de cette étude espèrent 

inhiber spécifiquement le DIS par l’emploi d’aminoglycosides modifiés. 

 

B.2) Effets secondaires 

 Les aminoglycosides tels que la gentamicine et l’amikacine sont employés pour le 

traitement d’infections abdominales et urinaires. Les effets secondaires observés, 

néphrotoxicité et ototoxicité, ont donné lieu à un grand nombre de travaux en 

pharmacologie pour optimiser leur mode de délivrance (Mingeot-Leclercq and Tulkens 

1999). 

 

Néphrotoxicité 

 Les aminoglycosides ont une faible affinité pour les protéines et ne sont 

pratiquement pas métabolisés par le foie. La majeure partie de ces molécules administrées 

par voie intraveineuse se retrouvent inchangées dans l’urine du patient tandis qu’une part 

non négligeable (environ 10 %) s’accumule dans le cortex rénal (Nagai and Takano 2004) 

induisant des changement structuraux et des déficits fonctionnels au niveau de la 

membrane plasmique, des mitochondries et du lysosome (Mingeot-Leclercq and Tulkens 

1999). Il a été démontré par autoradiographie dès 1977 que les aminoglycosides sont 
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retenus au niveau de l’épithélium des cellules tubulaires proximales mais également au 

niveau de leur lysosome ce qui implique un mécanisme d’endocytose (Just, Erdmann et al. 

1977; Hori, Okuda et al. 1992).  

 Dans les reins, les aminoglycosides sont exposés à des pH proches de 5,0 

permettant une protonation de toutes leurs fonctions amines ; ils peuvent se lier par 

interactions électrostatiques avec les phospholipides acides de la membrane plasmique. 

Cette fixation est cependant saturable et sert seulement d’étape initiale à la prise en charge 

des aminoglycosides par les reins. La toxicité rénale peut être suivie par le dosage de 

créatine et d’enzymes des membranes cellulaires dans l’urine. En effet, le stockage 

progressif d’aminoglycosides dans les lysosomes induit une phospholipidose due à 

l’inhibition de phospholipases ce qui perturbe l’intégrité de la membrane (Mingeot-

Leclercq and Tulkens 1999; Nagai and Takano 2004). La toxicité est directement reliée à 

l’affinité de l’antibiotique pour la membrane cellulaire (néomycine > nétilmicine > 

tobramycine > gentamicine > amikacine > kanamycine) (Williams, Bennett et al. 1987). 

 Les aminoglycosides, de par leur caractère polycationique, interagissent également 

avec la mégaline, un récepteur à endocytose, fortement exprimé dans les cellules tubulaires 

proximales (Moestrup, Cui et al. 1995). L’inhibition de la mégaline apparaît comme une 

piste prometteuse pour minimiser les effets néphrotoxiques (Nagai and Takano 2004). En 

attendant, le seul moyen consiste à administrer les aminoglycosides en une seule dose 

quotidienne au lieu de trois (Beauchamp and Labrecque 2001). 

 D’autres mécanismes impliquent la formation de radicaux libres par des complexes 

entre des aminoglycosides du type 4,6-2-DOS et des ions métalliques (Ali 1995; Jezowska-

Bojczuk, Karaczyn et al. 1998; Priuska, Clark-Baldwin et al. 1998; Forge and Schacht 

2000). La liaison au site A des ribosomes cytoplasmiques (Bar-Nun, Shneyour et al. 1983; 

Lynch and Puglisi 2001) et des ribosomes des organites (microsomes et mitochondries) 

(Kurtz 1974; Ali 1995) a aussi été identifiée comme source de toxicité.  

 Un traitement préventif des effets néphrotoxiques de la gentamicine a été testé chez 

le rat (Vardi, Parlakpinar et al. 2005) et repose sur les propriétés anti-oxydantes du 

phénéthyl ester d’acide caféique (Caffeic Acid Phenethyl Ester, CAPE). L’administration 

de cet ester, pendant les deux jours précédant le traitement antibiotique, permet de 

diminuer la réaction de peroxydation des lipides de la membrane cellulaire et de préserver 

l’intégrité des cellules rénales. 
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Ototoxicité 

 Les traitements à base d’aminoglycosides par voie locale ou intraveineuse induisent 

une toxicité pour l’oreille animale (Therese-Rio 2001) et humaine (Guan, Fischel-

Ghodsian et al. 2000; Kusunoki, Cureoglu et al. 2004; Matz, Rybak et al. 2004; East, 

Foweraker et al. 2005) qui conduit à la perte irréversible de l’ouïe pour 2-5 % des patients 

traités. Ce phénomène de toxicité vestibulaire et cochléaire, observé depuis très longtemps, 

s’explique par la pénétration des aminoglycosides dans les organes de l’oreille interne où 

se produit un phénomène d’accumulation comparable à celui observé dans les reins. De 

récents travaux (Waguespack and Ricci 2005) postulent que les aminoglycosides agissent 

au niveau des cellules ciliées de la cochlée en bloquant le canal met (mechanotransducer 

channel) rendant ainsi la cellule totalement perméable aux antibiotiques qui vont s’y 

accumuler (Gale, Marcotti et al. 2001) (figure 1.4). Cette hypothèse est confortée par la 

baisse de l’ototoxicité en présence d’agents bloquant des canaux met. 

 
Figure 1.4 : Représentation schématique du mécanisme proposé pour l’accumulation de la 

dihydrostreptomycine (DHS) dans les cellules sensorielles de l’oreille interne. 
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 Tous les aminoglycosides ne présentent pas la même toxicité : la streptomycine (et 

la dihydrostreptomycine) est plus toxique que la gentamicine > kanamycine > tobramycine 

> amikacine (Matz, Rybak et al. 2004) ce qui suppose que l’affinité de l’antibiotique pour 

le canal ne dépend pas de l’encombrement seul. 

 Des examens cliniques sur des patients souffrant de surdité ont révélé une 

hypersensitivité aux aminoglycosides d’origine génétique. Une mutation ponctuelle 

(A1555G) au niveau du site A de l’ARNr 12S mitochondrial a été isolée dans certaines 

populations arabes et israéliennes qui engendre une hypersensibilité aux aminoglycosides 

mais également des surdités non associées aux antibiotiques (Guan, Fischel-Ghodsian et al. 

2000). Le site A mutant présente un nouveau site de fixation aux aminoglycosides ce qui 

augmente leur affinité pour le ribosome mitochondrial et provoquerait une synthèse 

erronée de protéines. 

  

 

III Publication 1 : Le site A comme cible cellulaire  

Les aminoglycosides ont pour cible cellulaire principale la sous-unité 30S du 

ribosome et se fixent au site de décodage de l’ARN de transfert aminoacylé (site A) au 

niveau de l'ARN ribosomique 16S  (Moazed and Noller 1987; Woodcock, Moazed et al. 

1991). 

 Le mécanisme d’action des aminoglycosides a fait l’objet d’une précédente 

publication (Vicens and Westhof 2003). La publication 1 reprend ce sujet en insistant sur 

la dynamique de l’ARN du site A. 1  Les références bibliographiques incluses dans les 

publications n’ont pas été reprises dans le chapitre 6. 

                                                
1 Switchable RNA Motifs As Drug Targets, Eric Westhof, Boris François and Quentin Vicens  

Nucleic Acid Switches and Sensors, Editeur : Silverman, Scott K.  

ISBN: 1-58706-092-2      Pub Date: 07, 2005 
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IV Résistances des bactéries aux aminoglycosides 

L’utilisation massive des antibiotiques en médecine et comme facteurs de 

croissance dans l’alimentation animale (Jones, Chappell et al. 2002; Lipsitch, Singer et al. 

2002; Nayak and Kenney 2002; Wegener 2003; Tollefson and Karp 2004) sont les causes 

principales de l’apparition et de la multiplication de souches bactériennes résistantes. Ce 

phénomène est devenu extrêmement préoccupant au cours des dernières années comme en 

témoigne le nombre de publications scientifiques traitant du sujet (table 1.3).  

Avant d’aborder les différents mécanismes de résistance élaborés par les bactéries, 

il paraît nécessaire d’expliciter les notions de résistance et de spectre d’activité. 

  

A. Intérêt des spectres d’activité antimicrobienne des 

antibiotiques 

 Le spectre d’activité antimicrobienne d’un antibiotique répartit les espèces 

bactériennes en trois classes en fonction de leur comportement vis-à-vis de l’antibiotique. 

La classification des espèces est fondée sur plusieurs éléments : la distribution des 

concentrations minimales inhibitrices (CMI ou MIC) de l’antibiotique vis-à-vis des 

populations de souches d’un échantillon représentatif de chaque espèce ; la présence 

d’éventuels mécanismes de résistance acquise ; la confrontation de ces données avec les 

caractéristiques pharmacocinétiques de l’antibiotique, ainsi qu’avec les résultats observés 

en clinique. La CMI exprimée en mg / l, représente l’activité antibactérienne intrinsèque in 

vitro de l’antibiotique ; la confrontation des CMI permet d’établir une échelle d’activité de 

chaque antibiotique vis-à-vis des différentes espèces bactériennes pathogènes, et de 

Table 1.3 : Répartition annuelle des publications référencées sur la base de données Pubmed à la date 

du 16/08/2005. 

2000 2001 2002 2003 2004 2005

Résistances aux 
aminoglycosides

560 569 520 581 564 204

Résistances aux 
antibiotiques

2715 2916 3080 3220 3331 1453

Modification 
d'aminoglycosides

33 44 45 43 34 20
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comparer les antibiotiques entre eux vis à vis de la même espèce en fonction des valeurs 

critiques. Ce dernier point est très important car il valide les travaux des microbiologistes 

qui ont étudié le comportement des différents aminoglycosides face à des mutations du 

ribosome (chapitre 3). 

Le spectre renseigne sur la résistance naturelle et sur la prévalence de la résistance 

acquise ; la résistance acquise des bactéries évolue dans le temps comme dans l’espace, de 

façon très variable selon les pays, mais aussi à l’intérieur d’un même pays selon les 

régions, les villes, les hôpitaux, les âges ou les pathologies … 

Le potentiel d’activité d’un antibiotique ainsi que ses limites sont accessibles et 

concourent à une meilleure information sur le médicament avec pour objectif d’orienter le 

choix du prescripteur vers une antibiothérapie adaptée. 

La commission d'Autorisation de Mise sur le Marché (A.M.M), le Comité de 

l'Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie, et les autorités européennes ont 

édité en février 2004 la troisième version annuelle d’un fascicule contenant l’ensemble des 

spectres d’activité antibactérienne avec pour chacun d’eux :  

- les concentrations critiques (S ≤ x mg / l et R > mg / l), séparant les souches en 

trois catégories cliniques, sensible, intermédiaire et résistante, 

- une information relative à la variabilité de la prévalence de la résistance acquise. 

  

Classification des espèces 

o Lorsque l’espèce est classée « sensible », elle est composée de souches 

naturellement sensibles à l’antibiotique, c’est-à-dire inhibées par les 

concentrations atteintes après administration du médicament aux posologies 

validées par l’A.M.M. . 

o Lorsque l’espèce est classée « modérément sensible » (ou de sensibilité 

intermédiaire), l’antibiotique est modérément actif sur la majorité des souches 

appartenant à cette espèce : des résultats cliniques satisfaisants peuvent être 

observés lorsque les concentrations de l’antibiotique au site de l’infection sont 

supérieures à la CMI. Toutefois, l’activité de l’antibiotique vis à vis des 

espèces « sensibles » ou « modérément sensibles » peut être remise en cause du 

fait de l’acquisition, par certaines souches, de mécanismes de résistance. La 
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résistance acquise par une fraction des souches de l’espèce permet de 

comprendre que l’efficacité de l’antibiotique, prescrit de manière probabiliste, 

devient aléatoire. Pour une souche donnée de l’espèce, l’activité de 

l’antibiotique ne peut être affirmée qu’après isolement et antibiogramme. Dès 

lors ces espèces, qu’il faut considérer comme « inconstamment sensibles », 

font l’objet d’une information sous forme de pourcentage dans une colonne 

intitulée « fréquence de résistance acquise », située à droite dans le tableau des 

 

Figure 1.5 : Fiche présentant le spectre d’activité antimicrobienne de la tobramycine  

(Edition de février 2004). 
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spectres (exemple de la tobramycine figure 1.5). 

o Lorsque l’espèce est classée « résistante », l’échec thérapeutique doit être 

attendu car elle est constituée de souches naturellement résistantes à 

l’antibiotique ou d’une majorité de souches ayant acquis une résistance.  

 
Figure 1.5 : Fiche présentant le spectre d’activité antimicrobienne de la tobramycine  

                    (Edition de février 2004). 
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B. Mécanismes de résistances 

Les bactéries disposent de trois principales stratégies pour se protéger des 

aminoglycosides (Magnet and Blanchard 2005) (table 1.4) : (1) diminuer la quantité 

d’antibiotique à l’intérieur de la cellule, abaisser l’affinité de l’aminoglycoside pour sa 

cible en modifiant l’un ou l’autre par une mutation (2) ou une réaction enzymatique (3). 

Les structures tridimensionnelles de complexes entre le site A bactérien et des 

aminoglycosides (Brodersen, Clemons et al. 2000; Vicens and Westhof 2001; Vicens and 

Westhof 2002; Vicens and Westhof 2003; Vourloumis, Winters et al. 2005) ont permis 

d’identifier les interactions moléculaires entre les aminoglycosides et le ribosome et de 

comprendre certains mécanismes de résistance au cours des dernières années (Kotra, 

Haddad et al. 2000; Walsh 2000; Magnet, Smith et al. 2003; Vakulenko and Mobashery 

2003; Vicens and Westhof 2003; Magnet and Blanchard 2005). 

Table 1.4 : Différents mécanismes de résistances développés par les bactéries avec pour chacun d’eux  

les antibiotiques ciblés et les protéines impliquées. 

Mécanismes
Famille 

d'antibiotique
Protéines impliquées

Imperméabilité !-lactamines Omp

macrolides OprD2

tetracyclines

Aminoglycosides

quinolones

Efflux !-lactamines Mex, Mar, ABC

macrolides LsA , TET(A)-(L)

Aminoglycosides

tetracyclines

Inactivation !-lactamines !-lactamases (>350)

Aminoglycosides Phosphotransférases (APH)

Nucléotidyltransférases (ANT)

Acétyltransférases (AAC)

Phosphotransférases (mphA-C)

Macrolides Nucléotidyltransférases (linA, lnuA)

Lincosamides Acétyltransférases (vatA-E)

Streptogramines Acétyltransférases (CAT)

Affinité Aminoglycosides Protéines L22

macrolides Méthylases (Erm)

tetracyclines Topoisomérases

Quinolones TET (M)-(T)

Substitution !-lactamines PLP2a

Glycopeptides Van

sulfamldes Dihydrofolate réductase  
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B.1) Réduction de l’assimilation intracellulaire 

La réduction de la concentration intra-cellulaire d’aminoglycosides par réduction 

de la perméabilité membranaire ou augmentation de l’efflux d’antibiotiques est un 

processus qui affecte sans distinction toutes les familles d’aminoglycosides.  

Le processus d’imperméabilisation de la membrane bactérienne implique 

l’adsorption par interactions électrostatiques de l’aminoglycoside (molécule cationique à 

pH physiologique) sur les liposaccharides (chargés négativement) de la membrane des 

bactéries gram -. Plus la charge de ces membranes est importante, plus élevé sera le niveau 

de résistance.  

L’efflux des molécules est devenu la principale cause de résistance aux 

antibiotiques. C’est notamment le cas pour les souches multi-résistantes d’agents 

pathogènes « opportunistes » responsables de maladies nosocomiales. Ces bactéries sont 

en effet soumises en permanence à des doses croissantes d’antibiotiques et s’adaptent de 

manière étonnante à cette pression environnementale en exprimant un grand nombre de 

pompes d’efflux « multi-drogues » (Mingeot-Leclercq, Glupczynski et al. 1999; Magnet, 

Smith et al. 2003; Paulsen 2003; Magnet and Blanchard 2005). Ces pompes peuvent être 

divisées en deux classes (Putman, van Veen et al. 2000) selon leur mode de 

fonctionnement : (1) utilisation du gradient transmembranaire de protons ou d’ions sodium 

pour expulser les antibiotiques (Murakami, Nakashima et al. 2002), (2) hydrolyse d’une 

molécule d’ATP dans le cas des pompes ABC (ATP Binding Cassette). 

 

B.2) Réduction de l’affinité par modification du site A 

 Méthylation de l’ARNr 16S 

 Les actinomycètes qui synthétisent les aminoglycosides se protègent de leur 

production en exprimant des méthylases de l’ARNr capables de modifier certaines 

positions clés pour la fixation des aminoglycosides (Magnet and Blanchard 2005). C’est 

ainsi que la guanine G1405 est méthylée en position N7 et l’adénine A1408 en N1 chez 

Streptomyces tenebrarius ce qui induit un encombrement plus important du groupement 

amine mais également une à deux charges positives au cœur du site A. Des gènes codant 



 47 

pour des enzymes semblables ont été retrouvées dans certaines souches bactériennes 

(P. aeruginosa) laissant supposer un transfert d’information génétique inter-espèces par 

l’intermédiaire de plasmides. Ces enzymes confèrent à la bactérie une forte résistance aux 

aminoglycosides. 

  

 Mutations de l’ARNr 16S 

L’acquisition de résistance aux aminoglycosides par mutation de l’ARNr 16S n’est 

valable que pour Mycobacterium tuberculosis car c’est l’une des seules espèces de 

bactéries ne disposant que d’une seule copie des gènes codant pour le ribosome (gène rrs). 

Dans toutes les autres espèces, la mutation favorable à l’acquisition d’une résistance aux 

aminoglycosides devrait apparaître de manière simultanée dans toutes les copies, ce qui est 

statistiquement peu probable (Kotra, Haddad et al. 2000).  

L’introduction d’un seul exemplaire du gène rrs muté dans Mycobacterium 

smegmatis (Sander, Meier et al. 1996; Sander, Prammananan et al. 1996) a permis de tester 

l’impact in vivo de mutations sur l’efficacité des aminoglycosides (par mesure et 

comparaison des MIC) (Pfister, Hobbie et al. 2003; Pfister, Risch et al. 2003; Pfister, 

Hobbie et al. 2005). 

  

B.3) Inactivation de l’aminoglycoside par modification 

enzymatique 

 La modification enzymatique des aminoglycosides par fixation covalente de 

groupements (adénylation, phosphorylation, acétylation) est le moyen le plus couramment 

employé par les bactéries pour se protéger. Les gènes codant pour ces enzymes étant 

intégrés dans des plasmides ou des transposons  chez la plupart des souches gram + et 

gram - , ils sont facilement transmis d’une population à l’autre.  

 Les enzymes de modification des aminoglycosides sont répertoriées en trois classes 

selon la nature du groupement chimique rajouté mais toutes ont le même objectif : 

provoquer l’encombrement stérique de l’antibiotique et l’empêcher ainsi de s’insérer dans 

le site A (Kotra, Haddad et al. 2000; Magnet and Blanchard 2005) (figure 1.6). 

o Les aminoglycoside-nucléotidyltransférases (ANT) catalysent le transfert d’un 

nucléotide triphosphate sur une fonction hydroxyle. 
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o Les aminoglycoside-acétyltransférases (AAC) catalysent le transfert du 

groupement acétyle de l’acétyl-coenzyme A sur une fonction amine ou 

hydroxyle (Vetting, Roderick et al. 2003). 

o Les aminoglycoside-phosphotransférases (APH) catalysent le transfert du 

groupement phosphoryl d’une molécule d’ATP sur une fonction hydroxyle. 

  

 Cette résistance « enzymatique » ne pourra être combatue que de deux manières : 

trouver des inhibiteurs de ces enzymes ou développer des aminoglycosides modifiés qui ne 

soient plus reconnus comme substrat (voir chapitre 4). 

 

 

 

 

Figure 1.6 : Sites principaux de modifications enzymatiques des aminoglycosides appartenant aux 

sous-groupes des 4,6-2-DOS (exemple de la kanamycine B) (a) et des 4,5-2-DOS 

(exemple de la néomycine) (b). Les enzymes sont indiquées par leur abréviation suivie 

du numéro de la position modifiée entre parenthèses. 
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V Présentation des résultats de ce travail de thèse 

 Ce travail de thèse a porté sur l’étude par cristallographie aux rayons X (RX) de 

fragments d’ARN incluant le site A bactérien, complexés à des aminoglycosides. Six 

nouvelles structures de complexes formés avec des aminoglycosides naturels (néamine, 

gentamicine C1a, kanamycine A, néomycine B, lividomycine A et ribostamycine) ont été 

affinées dans le cadre d’une collaboration avec la société Ribotargets Ltd (Vernalis Ltd, 

Cambridge GB). L’étude des interactions entre les trois grands groupes d’aminoglycosides 

(4,5-2-DOS et les deux sous-groupes 4,6-2-DOS) et l’ARN du site A bactérien a mis en 

évidence la conservation des contacts impliquant les cycles I et II (partie néamine).  

 Mon travail a également porté sur l’étude structurale de nouveaux aminoglycosides 

dérivés de la paromomycine en collaboration avec l’équipe du professeur Stephen 

Hanessian (Montréal). Deux premières structures, présentant une modification du 

groupement hydroxyle en 3’’ du cycle III, ont été obtenues à une résolution de 2,6 Å. Ces 

deux structures ont été validées par quatre autres dérivés (résolutions de 1,8 à 2,8 Å) qui 

ont permis de tester de nouvelles modifications en 3’’, de vérifier l’impact de 

déhydroxylations du cycle I et de substitutions en position 1 du cycle 2-DOS. Les données 

de diffraction pour trois autres complexes ont été indexées et leur affinement est en 

progrès. 
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CHAPITRE 2 

 

CRISTALLISATION DE COMPLEXES 

AMINOGLYCOSIDES / SITE A 
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Chapitre 2 Cristallisation de complexes 
aminoglycosides / site A 

VI Publication 2 : méthodologie. 

En 2004, dans le cadre d’un livre de méthodologie dédié à la biochimie des acides 

nucléiques, notre laboratoire a rédigé un chapitre traitant de la cristallisation des ARN, 

étape par étape, de la conception de fragments d’ARN et leur purification jusqu’à la mise 

en œuvre de stratégies de cristallisation. 2  Les références bibliographiques incluses dans 

les publications n’ont pas été reprises dans le chapitre 6. 

La deuxième partie de ce chapitre de thèse reprend et complète par des exemples, 

les différentes étapes qui ont conduit à la cristallisation de complexes aminoglycosides / 

site A bactérien et humain.  

 

                                                
2 Preparation and Handling of RNA Crystals Chap 27. Boris François, Aurélie Lescoute-Phillips, 
Andreas Werner and Benoît Masquida. Handbook of RNA biochemistry Vol 1 Editors : R.K. 
Hartmann, A. Bindereif, A. Schon, E. Westhof  
WILEY-VCH  ISBN: 3-527-30826-1  Pub Date: 02, 2005  
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VII Préparation d’oligoribonucléotides contenant le site A. 

Les séquences d’oligoribonucléotides contenant le site A et utilisées pour les 

expériences de cristallisation ont été sélectionnées par Quentin Vicens lors de son doctorat. 

Ces oligoribonucléotides, formés de deux brins identiques, s’apparient pour constituer 

deux sites A. Les différentes séries testées comportent toutes les nucléotides constitutifs du 

site A, et ne diffèrent que par leur longueur (de 21 à 24 nucléotides), la nature de la partie 

centrale du duplexe (paires G=C ou G=C et paire UoU) et la nature de l’extrémité 5’ 

utilisée (C5’ ou UU5’) (figure 2.1). 

Les variations dans la longueur des fragments modifient le positionnement relatif 

des adénines 1492 et 1493 des deux sites A du duplexe l’un par rapport à l’autre, et 

influent sur l’empilement cristallin des complexes aminoglycosides / ARN. Le rôle des 

extrémités 5’ est plus difficile à justifier car ces nucléotides n’apparaissent pas dans les 

structures cristallographiques obtenues. Les essais de cristallisation présentés par la suite 

montreront de manière empirique que ces extrémités sont importantes dans le processus de 

nucléation des complexes. 

 
Figure 2.1 : Différents fragments incorporant les nucléotides du site A bactérien (encadré en rouge) 

testés pour la cristallisation. Les modifications apportées à la séquence initiale A3 sont 

indiquées en rouge. 
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Tous les ARN utilisés lors de mes travaux ont été synthétisés par Dharmacon 

Research Inc. (www.dharmacon.com) selon une méthode de synthèse chimique sur support 

solide, et fournis avec une protection 2’-ACE (2’-bis-(acétoxyéthoxy)-méthyle éther) 

(Scaringe 2001) afin de limiter les risques de dégradation de l’ARN. La préparation des 

solutions stock d’ARN nécessite plusieurs étapes : déprotection de la fonction hydroxyle 

en 2’, puis purification du fragment d’intérêt par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

ou par HPLC, dessalage et enfin dosage final. 

Déprotection 

La déprotection se fait par hydrolyse en milieu acide selon le protocole établi par 

Dharmacon : 400 µl de tampon commercial (acide acétique 100 mM, TEMED pH 3,8) 

sont ajoutés à chaque tube d’ARN fourni (contenant approximativement 0,25 µmol 

d’ARN). Après solubilisation et homogénéisation, le mélange est placé 30 minutes à 60°C. 

Les sous-produits de cette réaction, l’éthylène glycol et l’acide formique (figure 2.2), sont 

évaporés sous vide puis les culots d’oligoribonucléotides sont solubilisés dans 30 µl d’urée 

8 M dans le cas d’une séparation sur gel PAGE et 450 µl d’urée 8 M dans le cas d’une 

purification par HPLC préparative. 

Electrophorèse préparative sur gel dénaturant 

Les gels sont préparés à partir d’un tampon acrylamide 20 % : 280 ml de tampon 

acrylamide / bisacrylamide (19 : 1) / urée 8 M, 14 ml de tampon commercial TBE 10X 

(tris 890 mM, acide borique 890 mM, EDTA 20 mM pH 8,3 Qbiogene®), 0,5 % 

d’ammonium peroxodisulfate (APS, Merck®) et 0,3 % de tétraméthyléthylènediamine 

(TEMED, Sigma®). 

 
Figure 2.2 : Réaction de déprotection du groupement 2’-ACE selon le protocole fourni par 

Dharmacon. 
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Chaque puits est rincé à l’aide de tampon de migration (TBE 0,5 X pH 8,3), puis 

les ARN dénaturés sont déposés. Les témoins de migration utilisés, le bleu de 

bromophénol et le xylène cyanol, migrent respectivement comme des fragments de 8 et 28 

nucléotides pour une teneur en acrylamide de 20 %, permettant de repérer la migration des 

échantillons comportant 22 à 24 nucléotides. Après migration pendant 4h à 50 W, le gel est 

démoulé et l’ARN visualisé sous éclairage UV à 260 nm. 

Extraction et précipitation de l’ARN 

La bande correspondant à l’ARN est découpée, broyée à l’aide d’un broyeur 

électrique ika A11 (http://www.ika.net), recouverte de 4 ml de tampon d’élution (NaCl 

200 mM, tris pH 7,5 10 mM, Na EDTA 0,5 mM) et soumise à une agitation mécanique 

pendant 15h à 4°C. Le tampon est renouvelé une fois. Après élution, le tampon contenant 

l’ARN est récupéré à l’aide d’une unité de filtration stérile Nalgène® possédant un seuil de 

filtration à 0,2 µm. Le filtre est ensuite rincé avec 1 ml d’eau milliQ. Le filtrat est précipité 

à - 20°C par ajout de 100 µl d’acétate de sodium 3 M pH 5,2 et de 2,5 fois son volume 

d’éthanol pur. Après homogénéisation, le mélange est placé 2h à - 20°C puis centrifugé 

pendant 30 minutes à 8000 rpm à 4°C. Le culot d’ARN est rincé deux fois avec une 

solution d’éthanol à 95 %, avant d’être évaporé sous vide puis resolubilisé dans 100 µl 

d’eau milliQ. 

Purification par HPLC préparative  

L’appareillage HPLC Dionex® (http://www.dionex.com) utilisé est constitué d’une 

pompe à gradient GP50, d’un détecteur d’absorbance AD20 et d’une colonne DNA PAC 

100 (0,45 x 25 x π mm3) échangeuse d’anions (billes de résine fonctionnalisées par des 

groupements ammonium quaternaire). La colonne est maintenue à 55°C à l’aide d’un four 

CROCO-CIL®. Les logiciels de gestion et d’analyse des données sont Peak Net Run et 

Peak Net 5.11 1999 (Dionex® Corp).  

La méthode emploie un gradient court de perchlorate de sodium (Figure 2.3) : une 

solution A (NaClO4 1 mM, urée 8 M, acétonitrile 10 %, Mes pH 6,5 20 mM) est 

progressivement remplacée par une solution B (NaClO4 400 mM, urée 8 M, acétonitrile 

10 %, Mes pH 6,5 20 mM) qui passe ainsi de 15 à 75 % en 30 minutes. L’urée des deux 

tampons se dégrade dans le temps et ces derniers atteignent alors des pH basiques 

lorsqu’ils sont chauffés. Il est donc prudent de préparer des solutions avant chaque 

expérience ou de contrôler leur « fraîcheur » en mesurant leur pH.  
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Les oligoribonucléotides déprotégés en solution dans l’urée 8 M sont chauffés à 

80°C avant leur injection dans la colonne HPLC. Cette étape permet de s’assurer de la 

bonne dénaturation des fragments et évite de trop chauffer la colonne limitant ainsi son 

usure prématurée (la qualité de la séparation est directement dépendante du bon état de la 

colonne). En l’absence de chauffage, le profil des ARN est beaucoup moins « lisse » et le 

pic principal a un aspect dédoublé. Une vérification des composants ARN de ces deux pics 

par spectrographie de masse a démontré qu’il s’agit du même fragment. Cette manœuvre 

de dénaturation présente un inconvénient minime : la présence d’un pic d’injection sur le 

chromatogramme (figure 2.4). 

Le débit habituellement utilisé est de 1 ml / minute. Environ 20 minutes après 

injection, dès l’augmentation de l’A260, des fractions de 1 ml sont collectées en sortie de 

colonne. Celles-ci ne seront rassemblées en une fraction unique qu’en fin de gradient, 

avant l’étape de dessalage. La figure 2.4 présente le profil chromatographique de deux 

fragments (A3 et A3mut) et la sélection des fractions qui seront conservées est présentée 

en rouge. 

 

 

 

Figure 2.3 : Profil du gradient utilisé en HPLC préparative, seul le pourcentage de l’éluant B est 

mentionné en ordonnée. (a) phase initale (b) gradient d’élution (c) gradient d’élution 

plus rapide (d) nettoyage de la colonne (e) retour à la phase initiale. 
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Dessalage des oligoribonucléotides 

Cette étape permet d’éliminer les sels apportés par les tampons de HPLC ou de 

migration. Pour cela une chromatographie à phase inverse utilisant des colonnes Sep-pak 

C18 (http://www.waters.com) est mise en œuvre. Les colonnes sont équilibrées avec 10 ml 

de méthanol, puis rincées avec le même volume d’eau milliQ en prenant garde d’éviter la 

formation d’une bulle d’air à l’interface des deux liquides. L’échantillon d’ARN, dont le 

 
Figure 2.4 : Chromatogrammes préparatifs de deux oligoribonucléotides A3 (A) et A3mut (B). Les 

échelles de synthèse sont respectivement de 1 µmole et 0,4 µmole. L’A260 figure en 

ordonnée, le temps (en minutes) figure en abscisse. Les fractions conservées sont 

indiquées en rouge. 
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volume ne doit pas excéder 10 ml, est préalablement acidifié par ajout de tampon MES pH 

6,5 (qsp 50 mM) puis déposé sur la colonne. Après élution, 10 ml d’eau milliQ sont 

utilisés pour rincer tous les sels et autres contaminants non retenus par les domaines 

hydrophobes. L’élution de l’ARN se fait avec 5 ml d’une solution aqueuse d’acétonitrile à 

80 % v/v et 5 fractions d’1 ml sont collectées puis évaporées à sec afin d’éliminer toute 

trace de solvant.  

Dosage de l’ARN 

Le résultat quantitatif de la purification s’obtient par mesure de l’absorbance de 

chaque échantillon à 260 nm et application de la loi de Beer Lambert. Les coefficients 

d’extinction molaire de chaque séquence sont fournis par Dharmacon. Les échantillons 

sont évaporés puis resolubilisés dans l’eau milliQ afin d’obtenir des solutions stock de 

concentrations bien définies (entre 5 et 7 mM). 

Rendements de purification 

A mon arrivée en thèse, les ARN étaient séparés sur gel PAGE, les bandes étaient 

broyées manuellement et après extraction, les fragments étaient dessalés par précipitation 

éthanolique. Le rendement moyen était d’environ 25-30 %. L’ajout d’un broyage 

mécanique, qui permet d’extraire plus d’ARN du réseau de polyacrylamide, et d’une étape 

de dessalage sur colonne Sep-pak, qui évite les risques de perte lors des rinçages à 

l’éthanol, ont permis de porter ce rendement à 35 %. Les meilleurs résultats de purification 

ont été finalement obtenus en employant une séparation par HPLC suivie d’un dessalage 

sur Sep-pak, le rendement avoisinant alors les 40-45 %. Ce protocole est désormais 

employé en routine. 

Conception de nouvelles séquences 

De nouvelles séquences ont été élaborées afin de tester certaines des mutations 

d’intérêt qui affectent le site A bactérien rendant les souches porteuses résistantes aux 

aminoglycosides ; c’est le cas par exemple de la mutation A1408G. Le remplacement de 

l’adénine 1408 par une guanine dans les deux sites A risque cependant de rendre la 

cristallisation des complexes difficiles. En effet, si l’affinité des aminoglycosides pour le 

site A muté est moindre, la probabilité de voir un antibiotique bloquer les adénines 1492 et 

1493 à l’extérieur de l’hélice diminue, ce qui défavorise l’empilement cristallin. Pour 

conserver une partie des contacts intermoléculaires dans le cristal, une solution simple 
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consiste à ne modifier qu’un seul site A bactérien à la fois. Pour cela il a fallu repenser de 

nouvelles paires de fragments d’ARN, qui en s’appariant génèrent un site A bactérien 

sauvage et un site A bactérien porteur de la mutation A1408G. La structure secondaire de 

ces fragments d’ARN a été calculée à l’aide du logiciel mfold 3.1 développé par Zuker et 

Turner (Zuker 2003) et utilisé en ligne sur le serveur http://www.bioinfo.rpi.edu/. Les 

quatre fragments sélectionnés (figure 2.5) ont été commandés chez Dharmacon avec une 

échelle de synthèse de 0,4 µmol. 

 

Le protocole de purification combinant HPLC et colonne Sep-pak a été appliqué 

aux fragments A6-1 et B6-1 mais plusieurs problèmes inhérents à ces nouvelles séquences 

sont apparus. Les chromatogrammes HPLC (figure 2.6) ont présenté un dédoublement des 

pics dans la zone d’élution du fragment : un premier pic très important (1) suivi 10 minutes 

plus tard d’un second pic (2) de moindre importance et ce malgré les conditions très 

dénaturantes employées (60°C et urée 8 M). Le spectre de masse de ces deux pics a révélé 

une composition identique conforme à la masse attendue pour l’oligoribonucléotide. 

 

 

Figure 2.5 : Nouveaux fragments d’ARN. Les duplexes présentés à droite comportent un site A 

bactérien sauvage (partie supérieure) et un site A bactérien muté A1408G (partie 

inférieure). 
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Cependant, il a été décidé de ne conserver que le plus important des deux pics (1). Lors de 

l’étape de dessalage de l’ARN sur colonne Sep-pak, les fragments ont présenté une très 

mauvaise rétention sur colonne et il y a vraisemblablement eu de grosses pertes de matériel 

lors de l’étape de rinçage à l’eau milliQ. Les rendements finaux de purification obtenus ont 

été très médiocres. Une explication possible à ces comportements serait la formation 

d’appariements quadruples entre G et C de plusieurs fragments malgré les conditions 

dénaturantes. De plus, les parties centrales des fragments sont des domaines riches en G ou 

C qui induisent la formation de zones hydrophobes incompatibles avec la résine C18 d’où 

la mauvaise rétention des oligoribonucléotides sur les colonnes Sep-pak.  

La purification des fragments A6-2 et B6-2 a été réalisée selon le protocole de 

chromatographie sur gel PAGE. La bande du premier gel contenant A6-2 est bien définie, 

mais le second gel contenant B6-2 présente une bande d’intérêt fine suivie d’une série de 

bandes très fines espacées de manière très régulière et correspondant vraisemblablement 

aux produits d’une dégradation de l’ARN. Les quantités finales à l’issue des deux 

purifications n’ont pas été suffisantes pour permettre des essais de cristallisation. 

 

Figure 2.6 : Chromatogramme en HPLC préparative d’un nouveau fragment riche en G et C 

présentant deux pics d’élution (1) et (2). 
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VIII Mise en œuvre des essais de cristallisation 

A. Préparation des complexes aminoglycosides / sites A  

La première étape dans la mise en œuvre des essais de cristallisation est la 

préparation des solutions stock d’aminoglycosides qu’ils soient naturels ou chimiquement 

modifiés. Ces substances sont très bien solubles dans l’eau milliQ jusqu’à une 

concentration de 50 mM, les solutions obtenues ont généralement une coloration jaune. 

Les solutions ont toutes été préparées à une concentration stock de 30 mM dans de 

l’eau milliQ puis filtrées à 0,22 µm pour éviter toute contamination. A partir de ces stocks, 

une seconde série de solutions à 4 mM a été préparée contenant un tampon légèrement 

acide et des sels (composition présentée dans la table 2.1). 

o Pour assurer un bon repliement des ARN lors de la formation des duplexes, le 

protocole suivant de renaturation a été employé : 

o préparation d’une solution d’ARN contenant 2 mM d’oligoribonucléotides, 

25 mM de NaCl, 10 mM de MgSO4 et 100 mM de tampon Na cacodylate 

pH 6,4  (table 2.1). 

o chauffage de la solution à 75-80°C pendant deux minutes, 

o lent refroidissement jusqu’à 37°C, 

o ajout de la solution d’aminoglycoside à 4 mM, préalablement chauffée à 37°C, 

de sorte à avoir un ratio ARN / aminoglycoside minimal de 1 : 2, 

o incubation du complexe pendant trois minutes à 37°C, 

o lent refroidissement jusqu’à température ambiante pour la mise en œuvre des 

essais de cristallisation. 

Ce protocole permet d’éviter l’apparition de précipités lors de la formation du 

complexe. La composition de la solution de renaturation de l’ARN a fait l’objet de 

variations : modification de la nature des sels (concentration plus élevée en MgCl2) ou 

ajout de polyamines (spermine, spermidine ou thermine) pour tester leur impact sur la 

cristallisation de l’ARN (en présence ou non d’aminoglycoside). 
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B. « Criblage » des conditions de cristallisation 

B.1) Techniques employées 

La principale technique mise en oeuvre a été celle de la goutte suspendue : les 

premiers essais de cristallisation ont été effectués manuellement en employant des boîtes 

Limbro 24 puits avec lamelles en verre silanisées de chez Hampton Research® 

(http://www.hamptonresearch.com). Ces boîtes ont été remplacées par les boîtes Nextal® 

(www.nextalbiotech.com) dont les 24 puits sont fermés par des bouchons plastiques 

vissables. Le volume minimal des gouttes est limité par la précision du pipetage à 0,5 µl + 

0,5 µl. 

L’unité propre de recherche 9002 du CNRS, à laquelle notre laboratoire appartient, 

a fait l’acquisition en 2004 d’un robot de cristallisation Mosquito®. Cet appareil permet 

d’utiliser des microplaques de cristallisation 96 puits, pour tester des kits commerciaux ou 

des conditions « maison ». Le volume des gouttes est considérablement réduit puisque le 

robot peut prélever un volume minimal de 100 nl (soient des gouttes de cristallisation de 

200 nl, 5 fois plus petites que les gouttes réalisées manuellement). Un tel facteur d’échelle 

permet de tester un grand nombre de conditions avec une faible quantité de complexe 

Table 2.1 : Composition des solutions d’aminoglycosides (A) et des solutions de renaturation des 

ARN (B). 
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Table 2.2 : Composition des solutions de cristallisation employées en première approche. 

MPD (%)

Glycérol (%)

aminoglycoside (M)

Na cacodylate  pH 6,4 (M)

KCl (M)

0,002
0,050

0,1 - 0,3

1 - 6
1 - 6

 

aminoglycoside / ARN. La cristallisation se fait en goutte assise, le volume testé est si 

faible que l’équilibre de vapeur est très rapidement atteint. 

B.2) « Crible » personnel 

Les premières conditions permettant d’obtenir des cristaux du complexe 

paromomycine / fragment A3 ont été publiées en 2001 (Vicens and Westhof 2001). Les 

principaux agents précipitants sont le MPD (2,4-méthylpentanediol) et le glycérol, les 

autres composants étant un tampon acide (Na cacodylate pH 6,4) identique à celui des 

solutions de renaturation de l’ARN, et un sel monovalent (KCl). Mes travaux de DEA sur 

la cristallisation du complexe apramycine / site A bactérien (non présentés ici), ont mis en 

évidence que ce n’est pas la quantité d’agent précipitant qui est déterminante mais plutôt le 

rapport entre les pourcentages de MPD et de glycérol. C’est pourquoi les premières 

conditions testent une gamme de rapports entre MPD et glycérol à faibles concentrations 

(table 2.2). 

B.3) « Cribles » commerciaux 

Plusieurs kits de cristallisation pré-conditionnés dans des boîtes 96 puits sont 

disponibles commercialement. Trois d’entre eux ont été retenus pour la cristallisation des 

complexes aminoglycosides / ARN lorsque le crible « maison » n’a pas donné de résultats 

probants. Ils permettent de tester plusieurs variables de manière rapide grâce au robot : 

nature des sels, nature de l’agent précipitant, influence du pH. La composition des 

solutions est détaillée dans les tables 2.3, 2.4 et 2.5.  

L’étanchéité du film adhésif utilisé pour sceller les plaques de cristallisation n’étant 

pas garantie à 37°C, les essais de cristallisation utilisant les kits commerciaux ont été 

effectués à 20°C. 
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Table 2.3 : Crible de cristallisation « MPDs » disponible auprès de Nextal. 
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Table 2.4 : Crible de cristallisation « Anions » disponible auprès de Nextal. 
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Table 2.5 : Crible de cristallisation « Cations » disponible auprès de Nextal. 
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C. Optimisation des conditions de cristallisation 

Les premiers cristaux obtenus ne sont pas toujours exploitables (trop petits, 

fragiles, agglomérats ou poly-cristallins) et il est nécessaire d’optimiser les conditions de 

cristallisation. La première étape consiste à se déplacer dans la gamme d’agents 

précipitants en modifiant le rapport MPD / glycérol, cette simple manœuvre a souvent 

permis d’obtenir de bien meilleurs cristaux.  

Un autre paramètre aisément modifiable est la température de cristallisation, en 

effet dans le cas de rapports MPD / glycérol élevés, un phénomène de séparation de phase 

se produit à 37°C : l’ARN complexé se rassemble en globules à l’intérieur desquels un 

précipité se forme. Lorsqu’un tel phénomène se produit, les conditions de cristallisations 

sont reproduites à 20°C.  

Il est parfois nécessaire de modifier la nature des sels en échangeant le KCl par du 

CaCl2, ou des sels capables de diffracter de manière anomale : NiCl2, CuCl2, CoCl2, CdCl2 

ou CrCl2. L’impact de ces sels est très important sur l’ARN et leur concentration doit rester 

assez faible (50-100 mM) sous peine de voir les molécules d’ARN précipiter. 

Une dernière méthode d’optimisation utilise un gel d’agarose (Sica, Demasi et al. 

1994; Thiessen 1994; Biertumpfel, Basquin et al. 2002; Kadri, Lorber et al. 2005; Moreno, 

Theobald-Dietrich et al. 2005). Cette méthode permet de diminuer les phénomènes de 

convection à l’intérieur de la goutte de cristallisation et améliore la qualité des cristaux. 

Dans le cas des complexes aminoglycosides / site A, cette technique a été employée pour 

diminuer la vitesse d’apparition et de croissance des cristaux afin d’obtenir des 

monocristaux. 

 

D. Cristallisation du site A bactérien 

En octobre 2004, Juan Luis Asensio du laboratoire de chimie organique de Madrid 

nous a fourni deux dérivés de paromomycine : Spain1 (paromomycine cyclisée) et Spain2 

(hybride paromomycine – tobramycine) (figure 2.7). Les essais de cristallisation de ces 

deux composés complexés au site A bactérien sont décrits ci-après. 
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Dans un premier temps, seuls les fragments A3 et A3-4 ont été utilisés pour 

cristalliser les composés Spain1 et Spain2. Les deux premières séries (table 2.6) n’étaient 

pas suffisamment concentrées et les gouttes sont restées claires.  

La troisième série (table 2.7) a testé un fragment d’ARN supplémentaire A3-17 en 

plus d’une augmentation des rapports MPD / glycérol et a permis l’obtention de premiers 

cristaux des complexes Spain1 / A3-17 et Spain2 / A3-17. 

 

Figure 2.7 : Structure chimique des composés Spain1 (A) et Spain2 (B). 

Table 2.6 : Premières séries de conditions testées pour la cristallisation des composés Spain1 et 

Spain2. 

     

MPD (%) 1 2 2 1,5 2,5 3,5

Glycérol (%) 5 4 2 1 1 1,5
Dérivés de 

Paromomycine (M)        
Na cacodylate        

pH 6,4 (M)

KCl (M) 0,2 - 0,3

0,002

0,050

 
 

Table 2.7 : Troisième série de conditions testées pour la cristallisation des composés Spain1 et Spain2 

(A) et les résultats obtenus (B). 

A MPD (%) 3,5 4,5 5,5 6,5 8,5 11

Glycérol (%) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 2
Dérivés de 

Paromomycine (M)        
Na cacodylate        

pH 6,4 (M)

KCl (M)

B

Spain1

Spain2

gouttes 

claires

gouttes 

claires

micro-

cristaux
gouttes 

claires

gouttes 

claires

micro-

cristaux

0,300

0,002

A3 A3-4 A3-17

0,050
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Les deux composés n’ont formé de cristaux qu’avec le fragment A3-17 (table 2.8). 

Cet exemple illustre l’influence de la séquence d’ARN et la nécessité d’explorer plusieurs 

systèmes afin d’optimiser la cristallisation des complexes. La taille et l’aspect des premiers 

cristaux a nécessité une optimisation qui a testé de nouveaux rapports MPD / glycérol mais 

également l’ajout de spermine (table 2.9). En effet, l’ajout d’une faible quantité de 

polyamine (10 mM) a déjà permis d’améliorer la qualité des cristaux (résultats non 

présentés ici). Les cristaux obtenus dans ces conditions n’ont pas été meilleurs (table 

2.10) : le composé Spain1 a formé des sphérulites et le composé Spain2 a quant à lui 

produit des micro-baguettes mal définies. Les mêmes conditions reproduites à 20°C n’ont 

donné aucun résultat. Après ces résultats d’optimisation décevants, il a été décidé d’utiliser 

Table 2.8 : Résultats des essais de cristallisation réalisés avec le fragment A3-17. 

 

Table 2.9 : Conditions d’optimisation.  

MPD (%) 3,5 4,5 5,5 6,5 8,5 11

Glycérol (%) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 2

Dérivés de 

Paromomycine (M)        
Na cacodylate        

pH 6,4 (M)

KCl (M)

Spermine (M) 0,010

0,002

0,300

0,050

 
Table 2.10 : Cristaux obtenus lors de l’optimisation. 
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le robot Mosquito pour cribler de nouvelles conditions de cristallisation à l’aide du kit 

MPD de Nextal (composition dans table 2.3). Les boîtes Emerald® pré-remplies utilisent 

la technique de la goutte assise et permettent de tester trois complexes par puits. 230 nl des 

complexes A3, A3-4 et A3-17 / dérivés de paromomycine ont été additionnés à 230 nl de 

solution de cristallisation. Les boîtes ont ensuite été scellées et placées à 20°C.  

Les premiers cristaux sont apparus après cinq jours pour les deux dérivés 

complexés au fragment A3-17. Quelques nucléations ont été observées après neuf jours 

avec le fragment A3-4 (table 2.11). L’aspect général des cristaux obtenus est bien meilleur 

que celui jusqu’alors obtenu, mais leur taille et l’ergonomie des boîtes de cristallisation 

employées ne permettent pas leur récupération en vue d’une congélation.  

Les six meilleures conditions observées pour la cristallisation du complexe 

Spain2 / A3-17 ont été reprises à plus grande échelle (2 µl de complexe + 2 µl de solution 

provenant directement du kit Nextal) avec un réservoir de 1 ml d’une solution aqueuse de 

MPD 50 %. Sur les six conditions, quatre ont induit la formation d’un précipité à 20 °C, 

ceci peut être du au facteur d’échelle très important entre la boîte effectuée par le robot et 

la présente optimisation. Deux conditions ont toutefois permis d’augmenter la taille des 

cristaux (table 2.12) et ces derniers ont été congelés puis testés sur la ligne ID29 de l’ESRF 

(Grenoble). La diffraction des deux complexes s’est limitée à une résolution insuffisante 

de 4,5 Å. De nouveaux essais qui apporteront de légères modifications à ces conditions 

devraient permettre d’obtenir des cristaux diffractant mieux. 
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Table 2.11 : Résultats des kits de cristallisations pour les composés Spain1 et Spain2. 

 
Table 2.12 : Résultats du changement d’échelle des volumes de cristallisation. 
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E. Cristallisation des sites A eucaryotes 

La plupart des aminoglycosides induisent des effets secondaires chez l’homme 

(table 2.13) ce qui permet de supposer qu’il y a une interaction possible entre ces 

antibiotiques et le site A humain. Partant de cette hypothèse, plusieurs séquences 

d’oligoribonucléotides (figure 2.8) comportant les sites A eucaryote humain cytoplasmique 

(A3-10 , A3-16) ou mitochondrial (A3-11, A3-18 et A3-23) ou mitochondrial muté 

A1555G (A3-13 et A3-19) ont été testé en présence de divers aminoglycosides 

(apramycine, paromomycine, généticine, gentamicine, tobramycine, amikacine et 

kanamycine). Les conditions de cristallisation riches en MPD ont induit la formation de 

Table 2.13 : Effets secondaires sur l’audition relevés pour différents aminoglycosides. 

(source : http://www.biam2.org) 

Aminoglycoside
Syndrôme 

vestibulaire

Atteinte 

cochléaire

Toxicité 

auditive
Surdité

Streptomycine oui oui ? oui

Néomycine oui oui ? oui

Ribostamycine ? oui oui oui

Lividomycine ? oui oui oui

Gentamicine oui oui ? oui

Tobramycine oui oui oui oui

Amikacine oui oui ? oui

Kanamycine oui oui ? oui  

 

Figure 2.8 : Différents fragments incorporant les nucléotides du site A eucaryote humain (encadré en 

rouge) testés pour la cristallisation.  
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séparations de phases dans la plupart des essais (table 2.14), seule la lividomycine a 

présenté des gouttes claires dans tous les cas de figure.  

 

La tobramycine, complexée au site A eucaryote mitochondrial, a cristallisé sous 

forme de baguettes ou de plaquettes très fines (table 2.15) malgré la présence de petites 

bulles de séparation de phase (voir photo de droite). Les deux autres membres de la famille 

de la tobramycine testés, amikacine et kanamycine ont cristallisé sous forme de sphérulites 

au milieu d’importantes séparations de phase (table 2.15). La qualité de ces trois 

complexes n’a pas permis leur congélation pour des expériences de diffraction aux 

rayons X. 

Les complexes apramycine / site A cytoplasmique ont cristallisé sous forme de 

petits rubis (table 2.15) polarisant fortement la lumière ; après trempage dans une solution 

cryoprotectrice (60 % MPD, 15 % glycérol) ces cristaux ont été congelés dans de l’éthane 

puis testés sur la ligne ID14-4 de l’ESRF (Grenoble). Un jeu de données complet a pu être 

enregistré, puis indexé (les statistiques figurent dans la table 2.16). 

Le complexe paromomycine / site A eucaryote mitochondrial muté a cristallisé 

dans deux uniques conditions (table 2.15) en formant des amas de plaquettes mal définies 

ou de cristaux en forme de « silex ». et une « pointe » mono-cristalline a été détachée à 

Table 2.14 : Résultats des essais de cristallisations des sites A eucaryotes humains. 

A3-10 A3-16 A3-11 A3-18 A3-13 A3-19

Apramycine Précipité Cristaux
gouttes          

claires

séparation de 

phase

séparation de 

phase

séparation de 

phase

Paromomycine
séparation de 

phase

gouttes          

claires

gouttes          

claires

gouttes          

claires
Cristaux

séparation de 

phase

Lividomycine
gouttes          

claires

gouttes          

claires

gouttes          

claires

gouttes          

claires

gouttes          

claires

gouttes          

claires

Généticine
séparation de 

phase

séparation de 

phase

séparation de 

phase

gouttes          

claires

gouttes          

claires

séparation de 

phase

Gentamicine
séparation de 

phase

gouttes          

claires

gouttes          

claires

séparation de 

phase

séparation de 

phase
Précipité

Tobramycine Précipité Précipité
gouttes          

claires
Cristaux

gouttes          

claires
Précipité

Amikacine Précipité Précipité Précipité Cristaux Précipité Précipité

Kanamycine Précipité Précipité Précipité Cristaux Précipité Précipité

Cytoplasmique Mitochondrial Mitochondrial muté
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l’aide d’une aiguille puis congelée et testée sur la ligne PX du SLS (Villigen, suisse). Un 

jeu de données complet à 2,7 Å a été enregistré puis indexé (table 2.16). 

Les essais de remplacement moléculaire utilisant le logiciel AmoRe (Navaza and 

Saludjian 1996) n’ont pas abouti dans un premier temps. Ce travail a été repris par Jiro 

Kondo, en séjour post-doctoral au laboratoire, en collaboration avec Alexander 

Ourjoumtsev de l’université de Nancy. 

 

 

 

 

 

Table 2.15 : Complexes aminoglycosides / sites A eucaryotes humains cristallisés. 
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F. Cristallisation du site A bactérien muté A1408G 

La cristallisation de complexes aminoglycosides / site A eucaryote humain 

comportant une guanine en position 1408 (numérotation selon E. coli) a laissé entrevoir la 

possibilité de cristalliser le site A bactérien altéré par la mutation A1408G. Deux 

fragments ont été testés : A3mut et A3-4mut (figure 2.9) complexés à la paromomycine et 

la généticine. Ces deux aminoglycosides comportent un groupement hydroxyle en position 

6’ du cycle I et sont moins affectés par la mutation A1408G que les aminoglycosides 

comportant un groupement ammonium (néomycine B, ribostamycine, tobramycine) (voir 

chapitre 3). 

La première série de conditions à 20°C a testé les fragments A3mut et A3-4mut 

complexés à la paromomycine et la généticine à plusieurs pH (5,5 ; 6,0 et 6,4) en présence 

de 2 mM de cobalt hexamine (Co(NH3)6). Dans ces conditions, le fragment A3mut a 

systématiquement produit de petites bulles (séparation de phases). Le complexe A3-4mut 

complexé à la généticine a cristallisé sous forme de sphérulites à pH 6,0 et pH 6,4 (table 

2.17). 

Table 2.16 : Statistiques d’indexation des complexes apramycine / site A eucaryote cytoplasmique et 

paromomycine / site A eucaryote mitochondrial.  

Apramycine 

cytolasmique

Paromomycine 

mitochondrial

Groupe d'espace P31 ou P32 P3121

Paramètres de maille (Å) a = b = 33,1 a = b = 66,4

c = 116,4 c = 57,4

Longueur d'onde (Å) 0,9793 0,9801

Gamme de résolution utilisée 
pour l'affinement (Å)ª

28 - 2,8                            
(2,9 - 2,8)

41 - 2,7                                  
(2,8 - 2,7)

Nombre de réflections uniques 
utilisées pour l'affinement

3529 4215

Redondance 5,6  (5,8) 9,9  (10,2)

 I/! moyenª 8,2 (1,9) 22,0 (3,9)

Complétude (%)ª 100 (100) 99,5 (100)

R merge (%)ª 5,6 (39,6) 6,5 (36,2)

ª les valeurs pour la dernière couche de résolution sont données entre 
parenthèses.  
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Une seconde série a tenté d’optimiser ces premiers cristaux en modifiant la 

concentration de MPD dans le réservoir (35, 45 et 55 %) mais il n’a pas été possible 

d’obtenir de cristaux. Un screen Nextal « MPDs » a été utilisé pour identifier de nouvelles 

conditions de cristallisation des fragments A3mut et A3-4mut complexés à la généticine et 

à la paromomycine. Des microcristaux du complexe généticine / A3-4mut de taille plus ou 

moins importante ont été obtenus dans près de 19 conditions (table 2.18). 

Les solutions du kit Nextal « MPDs » ont été utilisées pour reproduire à plus 

grande échelle les conditions favorables à la cristallisation du complexe généticine / A3-

4mut. Par simple dilution dans de l’eau milliQ, la concentration en sel et en MPD a été 

diminuée de 25 et 50 % afin de favoriser l’apparition de cristaux plus gros. La nucléation 

n’a pu être reproduite que dans huit conditions et une amélioration de la taille des cristaux 

dans cinq d’entre elles (table 2.19). Aucune diffraction aux RX n’a été obtenue avec ces 

cristaux. 

Le complexe paromomycine / A3mut a également été testé par un kit Nextal 

« MPDs » mais dans ce cas seules quatre conditions ont permis l’obtention de cristaux. Les 

très fines plaquettes obtenues avec la solution 44 ont été optimisées avec succès en suivant 

le même protocole que celui appliqué au complexe généticine / A3-4mut. Les cristaux 

 
Figure 2.9 : Fragments d’ARN comportant le site A bactérien (encadré en rouge) affecté de la 

mutation A1408G. 
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obtenus ont également été testés sur une source synchrotron sans résultat (rares tâches à 

basse résolution). 

 

 

 

 

Table 2.17 : Résultats des premiers essais de cristallisation du complexe généticine / A3-4mut. 

 

Table 2.18 : Résultats du kit Nextal « MPDs » pour le complexe généticine / A3-4mut. Les numéros 

en blanc se réfèrent aux solutions de la table 2.3. 
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Table 2.19 : Cristaux du complexe généticine / A3-4mut obtenus après optimisation. 
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CHAPITRE 3 

 

STRUCTURES CRISTALLOGRAPHIQUES 

DE COMPLEXES ENTRE 

AMINOGLYCOSIDES NATURELS ET 

SITE A  
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Chapitre 3 Structures cristallographiques de 
complexes entre aminoglycosides naturels et 

site A 

I Publication 3 : effets du nombre de charges et de 

cycles. 

Dans le cadre d’une collaboration scientifique avec la société Ribotargets Ltd 

(actuellement Vernalis Ldt, Cambridge RU), plusieurs aminoglycosides naturels ont été 

cristallisés afin de confirmer l’efficacité du système biologique en vue de son utilisation 

pour l’étude de nouvelles molécules. Six complexes ont ainsi été obtenus puis testés à 

l’ESRF de Grenoble. Les jeux de données indexés nous ont été fournis par James Murray 

pour la résolution des structures. 

Ces structures apportent un complément d’information sur les interactions entre 

l’ARN du site A bactérien et les aminoglycosides naturels appartenant à différentes sous-

classes. Un article présente les données obtenues en s’attachant tout particulièrement aux 

points communs entre ces six complexes. 3 

Les structures cristallographiques de six complexes entre des aminoglycosides 

naturels (néamine, gentamicine C1a, kanamycine A, ribostamycine, lividomycine A et 

néomycine B) et des oligoribonucléotides contenant le site A du ribosome bactérien sont 

présentés avec des résolutions entre 2,2 et 3,0 Å. Malgré le fait que le nombre de contacts 

entre l’ARN et les aminoglycosides oscille entre 20 et 31 (en fonction de la taille de 

l’aminoglycoside et de la résolution du complexe), huit contacts directs par liaison 

hydrogène entre les cycles I et II de la partie néamine ont été relevés dans chaque 

complexe observé. Le cycle I est inséré dans le site A par empilement sur la guanine 

G1491 et forme une pseudo paire de base par l’intermédiaire de deux liaisons hydrogène 

avec la face Watson-Crick de l’adénine A1408 universellement conservée. Cette 

                                                
3 Crystal structure of complexes between aminoglycosides and decoding A site oligonucleotides : 

role of the number of rings and positive charges in the specific binding leading to miscoding 

B.François, R.J.M. Russell, J.B.Murray, F.Aboul-ela, B.Masquida, Q. Vicens and Eric Westhof. 

NAR, 2005, vol.33, No. 17, 5677-5690. 
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interaction centrale permet de maintenir les adénines A1492 et A1493 protubérantes à 

l’extérieur de l’hélice.  

Toutes les structures de complexes entre le site A bactérien minimal et des 

aminoglycosides possèdent un empilement cristallin dans lequel ces deux adénines A1492 

et A1493 établissent des contacts intermoléculaires avec le sillon large formé par des 

paires Watson-Crick d’une hélice symétrique. Dans un cristal, un site A vide a été observé 

tandis que deux autres cristaux ont présenté une double occupation pour un même site 

A : un premier aminoglycoside est lié de manière spécifique tandis qu’un second interagit 

de manière différente avec le sillon profond de l’ARN. 

Les références bibliographiques incluses dans la publication n’ont pas été reprises 

dans le chapitre 6. 
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Abstract 
 

The crystal structures of six complexes between aminoglycoside antibiotics 

(neamine, gentamicin C1A, kanamycin A, ribostamycin, lividomycin A, and neomycin B) 

and oligonucleotides containing the decoding A site of bacterial ribosomes are reported at 

resolutions between 2.2 and 3.0 Å. Although the number of contacts between the RNA and 

the aminoglycosides varies between 20 and 31, up to eight direct hydrogen bonds between 

rings I and II of the neamine moiety are present in all the observed complexes. The 

puckered sugar ring I is inserted into the A-site helix by stacking against G1491 and forms 

a pseudo base pair with two H-bonds to the Watson-Crick sites of the universally 

conserved A1408. This central interaction helps to maintain A1492 and A1493 in a 

bulged-out conformation. All those structures of the minimal A-site RNA complexed to 

various aminoglycosides display crystal packings with intermolecular contacts between the 

bulging A1492 and A1493 and the shallow/minor groove of Watson-Crick pairs in a 

neighboring helix. In one crystal, one empty A site is observed. In two crystals, two 

aminoglycosides are bound to the same A site with one bound specifically and the other 

bound in various ways in the deep/major groove at the edge of the A sites.  
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Introduction 

Aminoglycosides are broad spectrum bactericidal antibiotics which are used against 

Gram-negative bacteria such as Escherichia coli and some Gram-positive bacteria such as 

those of the Staphylococcus family. They disturb the fidelity of the tRNA selection step 

during protein synthesis by binding to the A site on the bacterial ribosomal 16S rRNA 

(1,2). The aminoglycoside antibiotics are oligosaccharides containing variable numbers of 

sugar rings and ammonium groups (3). They all contain a central 2-deoxystreptamine (2-

DOS or ring II) with an ammonium group on either side of the deoxy carbon and attached 

at position 4 to ring I, forming the neamine molecule. The different sub-classes can be 

distinguished on the basis of the chemical linkages to ring II: in the neomycin family 

(containing paromomycin, neomycin B, lividomycin A, and ribostamycin), ring II is 4,5-

disubstituted and, in the kanamycin and gentamicin families (to which tobramycin, 

geneticin and gentamicin C1A belong), ring II is 4,6-disubstituted (Figure 1). 

 

 

Figure 1: Chemical structures of the three aminoglycoside subclasses studied in this work. The 
common 2-deoxystreptamine ring is colored in blue and the substituted positions are 
numbered in bold. 
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A critical advance in the understanding of molecular recognition and the 

mechanisms of action has recently been made with the high-resolution crystal structures 

(3.1 Å) of bacterial ribosomal 30S particles complexed to aminoglycosides (4-7). In 

addition, crystal structures were solved for the decoding-aminoacyl site (A site) (2.4 - 2.54 

Å), isolated from the bacterial 16S ribosomal RNA, and complexed with several antibiotics 

from the aminoglycoside family (8-10). The crystalline complexes between RNA 

oligonucleotides containing two A sites (Figure 2) and paromomycin, tobramycin or 

geneticin characterized the binding mode of aminoglycosides at high resolution. The 

puckered sugar ring I is inserted into the A-site helix by stacking against a guanine residue 

(G1491) and by forming a pseudo pair with two H-bonds to the Watson-Crick sites of an 

universally conserved adenine (A1408). This particular interaction helps to maintain 

adenines A1492 and A1493 in the bulged-out conformation which allows those two 

adenines to make A-minor contacts with two Watson-Crick base pairs. In the 30S particle, 

the two contacted Watson-Crick base pairs belong to the first two pairs of the codon-

anticodon minihelix (4-6). In the co-crystal structures, the two contacted Watson-Crick 

base pairs belong to a neighbouring complex, mimicking the situation occurring in the 30S 

particle (8,11). This locked conformation of the bulging A1492 and A1493 in the docked 

 
Figure 2:  Left: secondary structure of the minimal A site. The standard E. coli numbering is used. 

Right: secondary structure of the crystallized RNA helix. The two A sites are boxed and 

the 5’-dangling UU, usually not observed in the density maps, are shaded . 
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complex forms the molecular basis for the aminoglycoside induced misreading (5,12). The 

conserved 2-deoxystreptamine ring (ring II) forms similar H-bonds in the three complexes 

and its binding is made possible by the adaptability created by the universally conserved 

U1406•U1495 pair. The additional rings contact different nucleotides of the A site, 

depending on the substitution type of ring II. Thus, overall tight packing of atoms in direct 

van der Waals contact is central and a prerequisite to specific recognition. About one third 

of the total RNA-aminoglycoside contacts were shown to be mediated by water molecules 

(11). Water molecules participate in the assembly by linking hydrophilic groups that 

belong to both components. The hydration shells around nucleic acid base pairs tend to be 

conserved and maintained regardless of the environment (13,14).  

 

Here, we present six crystal structures of complexes between A-site 

oligonucleotides and aminoglycoside antibiotics containing between two and five 

aminosugar rings: neamine (2.5 Å), ribostamycin (2.2 Å), kanamycin A (3.0 Å), 

gentamicin C1A (2.8 Å), neomycin B (2.4 Å), and lividomycin A (2.2 Å) (Table I in 

supplementary material).  Those crystal structures fully confirm the conservation of 

contacts between aminoglycosides and A-site nucleotides despite the great molecular 

variety: eight direct contacts between the neamine rings and the A-site nucleotides are 

present in every single crystal structure. In addition and following the molecular diversity, 

the complexes display various additional contacts, either direct or water-mediated to the 

neamine moiety as well as to the additional rings. The crystal structures show also that the 

occupancy at the binding site can be variable. Thus, in the neamine crystal structure, one of 

the two A sites is empty; in the kanamycin complex, one A site contains two bound 

antibiotics; and, in the ribostamycin complex, both A sites contain two bound antibiotics. 

Overall, the stoichiometry of aminoglycoside binding is observed to vary between zero and 

two per A site, an important fact which needs to be incorporated in the appreciation of the 

measured binding constants on model oligonucleotide systems and in their comparisons 

with structural data.  
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Materials and methods 

 

Crystallisation procedures are essentially the same as previously published (8-10). 

Two RNA constructs were used for crystallisation trials: 

5’CGCGUCACACCGGUGAAGUCGC3’ and 5’UUGCGUCACACCGGUGAAGUCGC

3’. These were purchased from Dharmacon Research, Inc. (Boulder, CO, USA) and 

purified by denaturing gel electrophoresis (20 %(w/v) acrylamide/bisacrylmamide (19:1), 

8 M urea) using TBE buffer (9 mM Tris-borate (pH 8.3), 0.2 mM EDTA) at 50–55 °C. The 

appropriate band was excised, eluted into 300 mM Sodium Acetate pH 5.2 and recovered 

by precipitation with iso-propanol. The RNA was exchanged and concentrated to 2.0 mM 

into 100 mM Sodium Cacodylate pH 6.4, 50 mM Sodium Chloride, 5.125 mM Magnesium 

Sulphate and 0.125 mM EDTA. Prior to crystallisation the RNA was annealed by heating 

to 90 °C for 2 min and then slowly cooled to 37 °C. Antibiotics were purchased from 

Sigma, and made up to 4 mM in 200 mM Sodium Cacodylate pH 6.4 and 300 mM 

Potassium Chloride. Equal volumes of RNA and antibiotic solution were combined and 

incubated at 37 °C for 10 mins prior to crystallisation. Crystallisation was performed by 

the hanging drop method as follows, 1 µL of RNA/antibiotic solution was combined with 1 

µL of crystallisation solution (1-5 % MPD and 1-5 % glycerol) and equilibrated over a 

50 % MPD (Fluka) reservoir. 

 

The best crystals were recovered and vitrified in liquid ethane (110 K) or nitrogen 

(77 K) after soaking briefly in 12.5 mM Sodium Chloride, 125 mM Sodium Cacodylate pH 

6.4, 150 mM Potassium Chloride, 2 mM Antibiotic and 40 % MPD. 

 

Data collection was performed on the Structural Biology Beamline ID29 at the 

European Synchrotron Radiation Facility (ESRF; Grenoble, France). Data were processed 

with the HKL2000 suite (15) and a correct solution was found for each structure by the 

molecular replacement program Molrep (16) using the coordinates of the RNA from PDB 

code 1J7T (paromomycin). Refinement was done using CNS version 1.1 (17). The 

parameter and topology files for the antibiotic molecules were obtained on the Hetero-

compound Information Centre - Uppsala server (18) (University of Uppsala, Sweden). The 

data pertaining to data collection and refinement are given in Table I (supplementary 



 106 

material). Each crystallized duplex contains two identical but independent A sites. In all 

complexes, one of the two A sites is always better defined structurally (lower temperature 

factors, more identified solvent peaks). The structure of the complex with neamine has 

been refined at 2.8 Å as well as in rpesence of modified neamine molecules (Murray et al., 

submitted)(19). Here we extended the refinement to 2.5 Å. In all figures below, only the 

better defined A site is used for representation. All figures were drawn using The PyMOL 

Molecular Graphics system (2002) DeLano Scientific, San Carlos, CA, USA 

(http://www.pymol.org) 

 

Results 

First, the complexes that display the same main characteristics as the previously 

published ones will be described. That section will be followed by the complexes 

displaying non-specifically bound antibiotics. The crystal structure of the complex 

between neamine and the RNA oligonucleotide is discussed separately owing to its 

peculiarities. Finally, there is a description of the crystal packing contacts and of their 

importance.  

Standard complexes 

The complexes are described with increasing number of rings additional to the 

neamine moiety. Tables IIA, IIB, and IIC in the Supplementary material contains a list of 

the hydogen bonding contacts, direct or water-mediated, between the rings of the 

aminoglycosides and the RNA duplex.  In Table III of the supplementary material are 

given the root-mean-square-deviations (RMSD) of the RNA duplexes in all the complexes. 

When considering only the minimal A-site nucleotides, the RMSD values are between 0.4 

and 0.9 Å, independently of the nature of the 4,5 or 4,6 linkage. When considering all 

atoms of the RNA duplexes, the values are slightly higher and tend to be a little higher 

when comparing 4,5 and 4,6 substituted aminoglycosides (but still less than 1.2 Å).  Such 

comparisons cannot include the complex with neamine (see below). The comparisons are 

made with respect to the paromomycin complex (8) which is the only A-site bound 

aminoglycoside solved also within the context of the 30S particles (7). We showed before 

(8) that the rmsds between the complexed oligonucleotide crystals and the complexed 30S 

particles are less than 1 Å. Comparisons between the RNA alone structures of the present 
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Figure 3: Description and analysis of the contacts between gentamicin C1A and the RNA fragment. 

(A) Structure adopted by the gentamicin C1A molecule inside the A site of the duplex. 
Ring numbers (I-III) and atom names are specified. The E.coli numbering is used for the 
RNA atoms, and “W” stands for water molecule. Hydrogen bonds are shown as dashed 
lines. Conserved contacts between gentamicin C1A and the minimal A site are shown in 
red. (B-F) Atomic details of the contacts involving each base pair of the minimal A site 
interacting with gentamicin C1A.  

complexes and the A site RNA in the paromomycin bound 30S particles (7) are also 

around 1 Å. 

Gentamicin C1A  

The gentamicin C1A is a 4,6 aminoglycoside very closely related to geneticin (also 

known as gentamicin G or G418). The differences are in ring I where the important 6’ 

substituent is an ammonium group and carbons 3’ and 4’ are deoxy. Six of the eight 

invariant intermolecular contacts between rings I and II are present, the two missing ones 

being those involving the hydroxyl groups at the 3’ and 4’ positions. Of those six, four are 
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absent in the NMR structure (distances above 3.5 Å) (20). Such differences have been 

previously discussed (8,21). Four contacts are common in both gentamicin C1A and 

geneticin crystals (10) (Figure 3 and Tables IIA-C in supplementary material). The 

U1495oU1406 base pair is bifurcated with a H-bond between O4” and O2P(U1406) as in 

geneticin. The intramolecular H-bond between N2’ and O5 linking rings II and I is water-

mediated in geneticin and direct in gentamicin, while the other intramolecular H-bond, 

between O5 and O5” linking rings I and III are direct in both. The rmsd between the x-ray 

and NMR structure (20)  is 2.32 Å while the rmsd between the present x-ray complex and 

the paromomycin bound to the 30S particle (7) is 1.05 Å. 

 

 

Neomycin B 

Neomycin B is a 4,5 aminoglycoside which differs from paromomycin by the 

presence of an ammonium group instead of a hydroxyl group at position 6’. It thus carries 

six positive charges, being the aminoglycoside with the highest charge. The number of 

aminoglycoside/RNA contacts is about the same in paromomycin and neomycin (24 and 

23, respectively) with 15 common (Tables IIA-C and Figure 4). Again, the U1495oU1406 

base pair is bifurcated with a water mediated contact between O4(U1406) and O6 of ring II 

instead of a direct H-bond as in gentamicin and geneticin. The two intramolecular H-bonds 

linking N2’ of ring I to O4” and O5” of ring II are identical. 



 109 

 

Figure 4:  Description and analysis of the contacts between neomycin B and the RNA fragment. (A) 
Structure adopted by the neomycin B molecule inside the A site of the duplex. Ring 
numbers (I-IV) and atom names are specified. The E.coli numbering is used for the RNA 
atoms, and “W” stands for water molecule. Hydrogen bonds are shown as dashed lines. 
Conserved contacts between neomycin B and the minimal A site are shown in red. (B-F) 
Atomic details of the contacts involving each base pair of the minimal A site interacting 
with neomycin B. 
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Lividomycin A 

Lividomycin A is also a 4,5 aminoglycoside but with five rings, the most 

substituted compound we have analysed. Position 6’ contains a hydroxyl group with a 

deoxy at position 3’. The last ring does not carry any positive charge and, thus, the overall 

charge is +5 like gentamicin. The resolution is among the highest of the crystals analysed 

(2.2 Å). Not surprisingly, the number of RNA/aminoglycoside contacts is high, 31, but 

with only 9 or 11 common between lividomycin and paromomycin or neomycin, 

respectively. Some of the differences can be ascribed to a conformational change of the 

phosphate of A1493 leading to an alternative hydration network between the neamine part 

and the RNA (Figure 5). In the complex of geneticin, this alternative conformer of A1493 

was observed in equilibrium with the regularly seen conformer. Again, the U1495oU1406 

base pair is bifurcated with two bound water molecules, one linking the RNA to the 

aminoglycoside and the other one bound to U1406. The hydroxyl groups of ring V contact 

only single anionic phosphate oxygen atoms. 
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Figure 5: Description and analysis of the contacts between lividomycin A and the RNA fragment. 

(A) Structure adopted by the lividomycin A molecule inside the A site of the duplex. Ring 
numbers (I-V) and atom names are specified. The E.coli numbering is used for the RNA 
atoms, and “W” stands for water molecule. Hydrogen bonds are shown as dashed lines. 
Conserved contacts between lividomycin A and the minimal A site are shown in red. (B-F) 
Atomic details of the contacts involving each base pair of the minimal A site interacting 
with lividomycin A.  
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Complexes with both specific and non-specific binding  

 

Two complexes displayed unexpected stoichiometries. In the crystal structure of 

the complex between kanamycin and the oligonucleotide, one A site contained a single 

antibiotic as usual but the second A site (with the lowest B-factors) presented two bound 

aminoglycosides, one in the standard binding mode and the second one in a new binding 

mode (Figure 6A). Further, in the complex between ribostamycin and the oligonucleotides, 

both A sites contained two bound aminoglycosides, one in the standard binding mode and 

the other one in still another binding mode (Figure 6B).  We refer to those additional 

binding modes as ‘unspecific’ binding modes not only order to distinguish the binding 

modes but also because of the diversity in the binding modes of the ‘unspecific’ ones. 

 

 

 
Figure 6:  Specific and “non-specific” binding modes of aminoglycosides. (A) Overall view of 

crystallized kanamycin A complex. (B) Overall view of crystallized ribostamycin 
complex. In both structures, the specifically bound antibiotics are colored in yellow ball 
and sticks and the “non-specifically” bound antibiotics are colored in cyan ball and sticks. 
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Kanamycin A 

Kanamycin A is a 4,6 aminoglycoside with two changes compared to tobramycin: 

there is a hydroxyl group at position 3’ and position 2’ contains a hydroxyl group instead 

of an ammonium group as in tobramycin. Thus, overall, kanamycin carries 4 positive 

charges instead of 5. Tobramycin and kanamycin present, respectively, 21 and 20 

RNA/aminoglycoside contacts. Of those, eight contacts belong to the common and usual 

eight invariant contacts (Figure 7). In the best defined A site, there is a second kanamycin 

molecule straddling the entrance of the deep/major groove (Figure 7G). The conformations 

of the specifically and unspecifically bound kanamycin molecules are almost identical 

(RMSD of 0.46 Å with the RMSD between the two specifically bound kanamycin equal to 

0.24 Å). The substituents on the rings make single H-bonds, six to water molecules and 5 

to the RNA (Figure 7H). The two kanamycin molecules do not contact each other directly, 

but do interact via water molecules in an interesting fashion: the hydroxyl group O4” of 

ring III binds a water molecule which links O2’ and O5 of rings I and II, respectively. 

Although dimeric aminoglycosides have been synthesized (22,23), it could be interesting 

attempting to synthesize dimeric molecules able to mimic the two crystallographic bound 

molecules observed in the present crystal structure. 
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Figure 7:  Specific binding of kanamycin A. (A) Structure adopted by the specific kanamycin 

molecule colored in yellow ball and sticks inside the A site of the duplex. Ring numbers (I-
III) and atom names are specified. The E.coli numbering is used for the RNA atoms, and 
“W” stands for water molecule. Hydrogen bonds are shown in dashed lines. Conserved 
contacts between specific kanamycin and the minimal A site are shown in red. (B-F) 
Atomic details of the contacts involving each base pair of the minimal A site interacting 
with the two kanamycin molecules. (G) Position of the non-specifically bound kanamycin 
(colored in cyan ball and sticks) at the entrance of the deep/major groove of the A-site 
duplex. The specific molecule of kanamycin is colored in yellow lines. (H) Contacts made 
by the “non-specific” kanamycin, Ring numbers (I-III) and atom names are specified. The 
E.coli numbering is used for the RNA atoms, and “W” stands for water molecule. 
Hydrogen bonds are shown as dashed lines. 
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Ribostamycin  

 

Ribostamycin is a 4,5 aminoglycoside, equivalent to neomycin without ring IV. It, 

thus, carries only four positive charges. Compared to neomycin which makes 23 

RNA/aminoglycoside contacts, the specifically bound ribostamycin makes 21 but, among 

those, 13 are common to both complexes (Tables IIA-C and Figure 8): the hydroxyl O5” of 

ring III, instead of H-bonding to N7(G1491), H-bonds to O6(G1491). As discussed above, 

in both A sites, two ribostamycin molecules are bound (Figure 8G). The conformers of the 

ribostamycin molecules, the specifically and the unspecifically bound ones, are almost 

identical (RMSD specific-unspecific = 0.8 Å, RMSD specific-specific = 0.4 Å). In contrast 

to the situation observed in the kanamycin complex, the ribostamycin molecules face each 

other with their rings III but do not contact each other, even via water molecules (although 

this cannot be formally excluded owing to the moderate resolution). On the contrary, the 

two ribostamycin molecules bind to common nucleotides of the A site: the O3” and O2” of 

ring III interact with, respectively, N6 and N7 of A1408 as well as N4 and O2P of C1409 

(Figure 8E,F and Figure 8H). Rings I and II of the unspecifically bound ribostamycin 

interact with nucleotides ‘below’ the conserved region of the A site (1412, 1488, 1489) 

(Figure 8H).  
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Figure 8: Specific and “non-specific” binding of ribostamycin. (A) Structure adopted by the specific 

ribostamycin molecule colored in yellow ball and sticks inside the A site of the duplex. 
Ring numbers (I-III) and atom names are specified. The E.coli numbering is used for the 
RNA atoms, and “W” stands for water molecule. Hydrogen bonds are shown as dashed 
lines. (B-C) Conserved contacts between specific kanamycin and the first two base pairs of 
the minimal A site are shown in red. (D-F) Atomic details of the contacts involving the 
base pairs of the minimal A site interacting with the two ribostamycin molecules.  (A) 
Position of ribostamycin non-specifically bound (colored in cyan ball and sticks) at the 
entrance of the deep/major groove of the duplex. The specifically bound molecule of 
ribostamycin is colored in yellow lines. (B) Contacts made by the “non-specific” 
ribostamycin, Ring numbers (I-III) and atom names are specified. The E.coli numbering is 
used for the RNA atoms, and “W” stands for water molecule. Hydrogen bonds are shown 
as dashed lines. 
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The complex with neamine: variable occupancy 

 

The crystal structure of the complex between neamine and the oligonucleotides is 

the most peculiar one. All the standard direct H-bonds between the neamine rings and the 

RNA are present with the two A1492 and A1493 bulging out as in all other complexes 

(Figure 9). However, U1406 does not form a base pair with U1495 but, instead, bulges out 

of the duplex. The place normally occupied by U1406 is filled in by an A1492 from a 

neighbouring molecule, forming a cis Watson-Crick/Hoogsteen pair (with the adenine in 

 
Figure 9:  Description and analysis of the contacts between neamine and the RNA fragment. (A) 

Overall view of the crystallized complex. Site 1 contains one neamine in yellow. In both 
sites, A1408 are colored in dark blue, A1492 in green, A1493 in cyan, U1406 in orange 
(which makes intermolecular contacts with C1405-G1491) and U1495 in magenta (which 
makes contacts with A1492 of site 2 of a symmetric molecule, see D and Fig 9). (B) Ring 
numbers (I-II) and atom names are specified. The E.coli numbering is used for the RNA 
atoms, and “W” stands for water molecule. Hydrogen bonds are shown as dashed lines. 
Conserved contacts between neamine and the minimal A Site are shown in red. (C-F) 
Atomic details of the contacts involving each base pair interacting with neamine in site 1. 
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the syn conformation). The second site is void of antibiotic and adenine A1408 forms a 

single H-bond pair with A1493 in the syn conformation (Figure 10C), while the 

U1406oU1495 base pair is fully symmetric. Only A1492 bulges out (and H-bonds to a 

neighbouring molecule U1495, as just described). Such a conformation with the bulging 

U1406 is compatible with the conformation of the A site in the 30S ribosomal particle 

complexed to tRNA and mRNA (6) (Figure 1 in supplementary material). An isomorphous 

structure was obtained for complexes with  neamine at a lower resolution as well as with 

modified neamine molecules (Murray et al. submitted)(19). Interestingly, in crystals of 

oligonucleotides containing a single A site (24), an equilibrium between the flipped out 

conformation of both A1492 and A1493 and a conformation with only A1493 flipped out 

was observed. The latter conformation is different from the one observed in the free A site 

of the neamine complex, since a cis Watson-Crick between A1408 and A1492 was 

observed (24). Thus, the free A site exists in multiple and alternative conformations in 

contrast to the aminoglycoside complexed A site, as observed previously (7,24). 

 

 

 
Figure 10: Description of the empty A site of the crystallized neamine complex. (A) Overall view of 

site 2. A1408 is colored in dark blue, A1492 in green, A1493 in cyan, U1406 in orange 
and U1495 in magenta. (B-C) Atomic details of the base pair interactions into the empty 
minimal A site. Hydrogen bonds are shown as dashed lines.  
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Crystal packing: Adenines 1492 and 1493 bulge out of the A-site helix to form 

A-minor contacts with the first two base pairs of the codon-anticodon. 

The previous structures of the minimal A-site RNA complexed to various 

aminoglycosides display crystal packings in which the main intermolecular contacts occur 

between the bulging adenines (A1492 and A1493) and the shallow/minor groove of a 

neighboring helix (11). The two adenines interact with the 3’ ends of two adjacent helical 

Watson-Crick base pairs such that the first adenine (A1492) interacts in an antiparallel 

fashion with one base of the Watson-Crick pair and the second adenine (A1493) interacts 

in a parallel fashion with one base of the next Watson-Crick pair. Such contacts have been 

called A-minor motifs (25). The type I and type II names correspond to the trans sugar-

edge/sugar-edge or cis sugar-edge/sugar-edge base pairs (26) (Figure 11). Two important 

points can be raised: (1) A1493 interacts with both strands of the receptor helix, whereas 

A1492 interacts only with one strand; (2) A1493 forms more hydrogen bonds than A1492.  

In all crystal structures of RNA/Aminoglycoside complexes (the previous ones (8-10) and 

those reported here), for at least one of the two sites, the two bulging adenines form ideal 

 
Figure 11: Three-dimensional structure of the packing interactions observed in the neomycin B 

crystal at the central Watson-Crick domain of the duplex This view shows a central 
duplex interacting with two symmetry-related duplexes via the bulged adenines. In both 
A sites, A1492 are colored in green, A1493 in cyan and red spheres indicate water 
molecules. Close-up of the interactions between each adenine and its counterpart G C 
pair (on the right magenta in site 1, top of central drawing and, on the left orange in site 
2, bottom of the central drawing). The hydrogen bonds are represented by black dashed 
lines. 
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A-minor motifs with a neighbouring molecule (Figure 3 in supplementary material shows a 

superimposition of all the structures). Although the packing is more complicated for the 

neamine complex, A1492 and A1493 of the bound site do form A-minor motifs with a 

neighbouring duplex (Figure 2 in supplementary material). 

 

 

Discussion 

 

It has been shown that aminoglycosides disturb the fidelity of the tRNA selection 

step by stabilizing a conformation similar to that obtained for near-cognate complexes (4-

6,12,27). In other words, aminoglycosides provoke a structural rearrangement of the 

decoding site from a state in which it accepts the tRNA to a conformation which is 

productive for peptide bond synthesis even in the absence of cognate mRNA/tRNA 

complexes (7). Crystallographic structures of various 30S ribosomal particles and the 

present minimal A-site complexes bound to aminoglycosides (together with the previous 

ones) offer different snapshots that helped to visualize atomic details of the mechanism of 

action of aminoglycosides. During decoding, the A site changes its conformation from an 

"off" conformation (with A1492 and A1493 folded into the shallow groove of the A site) 

to an "on" conformation (with A1492 and A1493 fully bulged out from the A site) (4-7). 

The crystal structure of the neamine complex gives one possible view of the “off” 

conformation with a single adenine bulging out and the other one paired within the A site. 

Recent elegant experiments (24) coupling x-ray crystallography and fluorescence of 2-

amino purine substituted A1492 and A1493 fully confirm that interpretation. A different 

set of experiments (28), using equilibrium dialysis of 2’-O-methyl oligoribonucleotides 

devised for binding to the A-site of 30S particles, came to a similar conclusion. The 

observed conformational change is necessary to allow A1492 and A1493 to interact 

specifically with the first two of the three base pairs formed by the cognate 

codon:anticodon interaction. The crystal packing observed in all complexes display the 

same types of contacts between the bulging adenines and Watson-Crick base pairs of a 

neighbouring duplex. This observation was used to screen crystallographically compounds 

for specific binding to the A site. In this way, modified aminoglycosides with activity 
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against resistant bacteria could be crystallized and their structures solved (29). The work 

on modified aminoglycosides (29), as well as the data on the minimal inhibitory 

concentrations of natural aminoglycosides (30,31) confirm a posteriori the biological 

relevance of the present crystal complexes and their validity as models for the complexes 

between the 30S particles and aminoglycosides (7). Our present observations further 

support the view that the A site exists in a dynamic equilibrium between conformations in 

which A1492 and A1493 are fully bulged out and those in which only one base is bulging 

out with the other one tucked inside the A site. 

 

Conclusions 

In the last five years, crystal structures of complexes between various antibiotics 

and ribosomal particles or oligonucleotides containing rRNA fragments (for a recent 

review, see (32)) have offered us detailed views of the molecular recognition between 

RNA targets and drugs. The comparative structural analysis of this work leads to the 

following main conclusions: (1) up to eight conserved contacts are observed in the 

complexes; (2) the conformations of the natural aminoglycosides are always very similar; 

(3) the aminoglycosides with the least amount of charges and/or of rings tend to bind A-

site RNAs unspecifically in addition to specific binding. 

 

(1) The conservation of contacts between the nine different aminoglycosides, either 

4,5 or 4,6 substituted, and the ribosomal A site is clearly established. Despite the molecular 

diversity in the antibiotics, key characteristic and common interactions between 

aminoglycosides and the A site are conserved: (1) the intercalation of ring I; (2) the pseudo 

base pair between A1408 and ring I; (3) the contacts between the nitrogens of the 2-DOS, 

N1 to O4(U1495), N3 to N7(G1494), O2P(G1494), O1P(A1493). Besides those six H-

bonds, the contacts between the hydroxyls groups O3’ and O4’ of ring II to the phosphate 

groups of A1492 and A1493 occur depending on the presence of the hydroxyl groups. It is 

striking to notice that the recent crystal structure of the complex between the unrelated 

aminoglycoside apramycin and the same oligonucleotide displayed, in addition to new 

contacts, the same invariant contacts between the 2-DOS as well as between the bicyclic 

ring II and the same nucleotides A1408, G1494, and U1495 (33). 
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(2) Variable contacts between the additional rings and the RNA are formed 

depending on the number of the rings, several of which are mediated by water molecules. 

The overall conformations of the aminoglycosides are always very similar; even when the 

aminoglycosides are bound unspecifically at the edges of the A site (RMSD values below 

0.5 Å). This result is in stark contrast to the recent crystal structures of complexes between 

the same oligonucleotide and aminoglycosides modified at the 2” position by chains of 

various length (29) where a large movement of rings III and IV could be observed. Thus, 

natural aminoglycosides maintain the same exact conformation in different binding modes 

in crystals, while they are flexible enough to form very different conformations in other 

complexes with non-natural substitutions. 

 

(3) The least charged aminoglycosides among the nine structures (neamine, 

ribostamycin, geneticin and kanamycin which all have four positive charges instead of five 

or more for the other five aminoglycosides) display unusual behaviors. In the geneticin 

crystal structure (10), alternative conformations of the sugar-phosphate backbone were 

observed around 1492 and 1493. In the neamine complex, an empty A site could be 

observed.  In the ribostamycin complex, each A site contained two bound antibiotics, while 

in the kanamycin complex, only one A site contains two bound antibiotics. The binding 

modes of the unspecifically bound aminoglycosides are not comparable between each 

other, possibly reflecting the fact that one is a 4,5 and the other a 4,6 aminoglycoside. In 

any case, the structures illustrate the difficulty of predicting the proper stoichiometry of 

such complexes between oppositely charged molecules, confirming recent data showing 

discrepancies between measurements of affinity constants and minimal inhibitory 

concentrations (30). It is interesting to remark that both ribostamycin and kanamycin A, 

which both present unspecific binding, present the largest dissociation constants in the 

family of aminoglycosides studied (34). Noticeable for drug design, the weakly charged 

aminoglycosides with the least number of rings display variable stoichiometries with 

unspecific binding. The number of rings together with the number of positive charges 

therefore contribute both to the formation of specific and high affinity 1:1 complexes. 

 

In conclusion, the present comparative analysis of various aminoglycosides bound 

to the same ribosomal site helped us to decipher the contribution of each functional group 

to the specificity of the RNA/aminoglycoside complex and to derive structurally-based 
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rules for the mechanisms of binding and action of that important family of antibiotics. 

However, the analysis revealed also the difficulties and pitfalls in attempting to rationalize 

the wealth of available thermodynamic binding data on the basis of crystallographic data. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

 

 
Figure 1: Superimposition of the neamine minimal A site and the structure of the Thermus 

thermophilus 30S ribosomal subunit in complex with a messenger RNA fragment and 
cognate transfer RNA Anticodon stem-loop bound at the A site and with the antibiotic 
Paromomycin (pdb: 1IBL). Helix 44 is red colored, mRNA is blue, tRNA Anticodon is 
colored in magenta. Paromomycin molecules are represented in yellow ball and sticks. 
Neamine minimal A site is green and the neamine molecule is represented in cyan ball and 
sticks. 
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Figure 2: Crystal packing of the neamine complex. Neamine is colored in yellow, A1408 are colored 

in dark blue, A1492 in green, A1493 in cyan, U1406 in orange and U1495 in magenta. 
Hydrogen bonds are shown in dashed lines. Strands of the RNA helices are represented by 
ribbons and interacting nucleotides are shown in ball and sticks. 
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Figure 3: Superimposition of all crystal packing contacts in the structures reported here. This figure 

highlights the interactions between the bulged adenines A1492 A1493 and the central G=C 
pairs at the central domain of the symetrical duplex mimicking the codon-anticodon 
recognition. Only bulged adenines have been superimposed to generate this figure. In 
green the A site extracted from all Thermus thermophilus 30S ribosomal subunit structure 
(pdb: 1IBL) Adenines interact with the mRNA - cognate tRNA Anticodon mini-helix. 
Crystal structure of the neomycin complex is colored in red, paromomycin complex in 
orange (pdb: 1J7T), ribostamycin in magenta, lividomycin in dark blue and neamine in 
cyan. (A) A1492 interacts with the Watson-Crick shallow/minor groove of the duplex, 
forming type II minor groove contacts or cis sugar edge/sugar edge base pairs. (B) A1493 
interacts with the Watson-Crick shallow/minor groove of the duplex, forming type I minor 
groove contacts or trans sugar edge/sugar edge base pairs. 
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Table I:  Crystallographic parameters and statistics of data collection and structure determination. 

 

Unit Cell Parameters (Å)

 

Unit Cell Parameters (Å)

 

Unit Cell Parameters (Å)

Rfree (%)d 26,56 25,1

Average B factor (Å2) 32,41 56,33

R factor (%)c 20,15 20,95

Rmsd for bonds (Å) 0,0067 0,0073
Rmsd for angles (°) 1,1613 1,127

Completeness (%)ª 85.0 (75.0) 85.0  (60.0)
Rsym (%)ª,b 11.0  (18.7) 6.3 (27.7)

Redundancy 2.4  (1.9) 3.56 (2.46)
Average I/! ª 12.0  (9.0) 16.2 (3.5)

Resolution range used for refinement (Å)ª 30 - 3.0  (3,11 - 3,0) 20 - 2.8  (2,9 - 2,8)
Number of reflections used in refinement 3223 3796

"=90  #=107.38  $=90 "=#=$= 90.00
Wavelength (Å) 0.936 0.936

Space Group P21 P212121

a=47.38  b=32.73  c=52.70 a=32.16  b=45.41  c=96.90

Rfree (%)d 27,46 28,01

Kanamycin Gentamicin C1A

Average B factor (Å2) 31,36 61,07

R factor (%)c 22,84 26,5

Rmsd for bonds (Å) 0,0079 0,0059
Rmsd for angles (°) 1,3099 1,155

Completeness (%)ª 90.0  (77.0) 90.0  (60.0)
Rsym (%)ª,b 12.3 (46.9) 20.7  (49.5)

Redundancy 3.4 (3.2) 4.6  (2.0)
Average I/! ª 8.3 (1.98) 11.3  (7.7)

Resolution range used for refinement (Å)ª 30 - 2.2  (2,28 - 2,2) 50 - 2.5 (2,59 -2,5  )
Number of reflections used in refinement 7759 4982

"=#=$= 90.00 "=#=$= 90.00
Wavelength (Å) 0.936 0.936

Space Group
a=97.96  b=33.21  c=44.86

a=33.66  b=44.56  c=95.58 a=33.05  b=47.31  c=85.34

Neomycin B Ribostamycin

P212121

a=33.22  b=45.95  c=93.81
P21212

"=#=$= 90.00 "=#=$= 90.00

30 - 2.4 (2.49 - 2.4)
0.9360.936

32 - 2.2  (2.88 - 2.2)
6016 7904

95.0  (80.0)

Average B factor (Å2)

Average I/! ª
Completeness (%)ª

3.6  (2.0) 4.0  (2.0)
5.5  (3.6) 9.4  (2.7)

Rsym (%)ª,b

Number of reflections used in refinement
Resolution range used for refinement (Å)ª

Redundancy

Wavelength (Å)

Space Group P212121 P212121

R factor (%)c

26,5125,83Rfree (%)d

Lividomycin A Neamine

20,85

22.0  (53.0)

32,35
22,75

16.8  (48.0)

b Rsym = ! |I-<I>| / !<I>, where I is the measured intensity for each reflections and <I> is the intensity 
ª Values for last shell are given between parentheses

90.0  (95.0)

Rmsd for bonds (Å) 0,0056 0,0051
0,8911Rmsd for angles (°) 0,9095

40,62

d R factor calculated using 10% of the reflections omitted from the refinement.

c R factor = ! ||Fo| - |Fc|| / !|Fo|
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Table IIA:  List of contacts between aminoglycoside ring I and RNA molecules. 

 

Paromomycin Neomycin Ribostamycin Neamine Lividomycin Tobramycin Kanamycin Geneticin Gentamicin
Resolution (Å) 2.5 2.4 2.2 2.5 2.2 2.54 3.0 2.4 2.8

Ring I

N2’ — O4’’ 3.2 2.95 3.08 2.9

N2’ — O5’’ 3.1 3.13

N2’  — O5 3.44 3.3

O2’  — O5 3.39

N2’ — W — O5 2.8 / 3.0 3.0 / 2.7

O2’ — W — O5  3.08 / 2.88

O2’ — W 2,95

N2’ — W — O2P (A1492) 3.02 / 2.60 3.0 / 3.1

N2’ — W — O1P (A1493) 3.3 / 2.9 2.98 / 2.96 3.19 / 2.67 2.9 / 3.0

N2’ — W — O2P (G1491) 3.02 / 3.02

N2’ — W — W — N7 (G1491) 2.8 / 3.4 / 2.5 3.0 / n. o. / n. o.

N2’ — W — W — N6" 3.02 / 3.47 / 2.58 2.8 / 3.4 / 2.5 3.0 / n. o. / n. o.

O3’ — O2P (A1492) 2.9 2.74 2.89 2.54 2,63 2.7

O4’ — O2P (A1493) 2.5 2.58 2.56 2.77 2.7 2,65 2.5

O4’ — W 3.5

O4’ — W — N2 (G1491) 3.35 / 3.26

O4’ — W — W — N3 (G1491) 2.76 / 3.0 / 3.12 3.5

O5’ — N6 (A1408) 3.2 3.39 3.36 2.96 2.95 2.9 3,33 2.8 3.04

R6’ — N1 (A1408) 2.5 (R=OH) 2.99 (R=NH3+) 2.84 ( R=NH3+) 2.87 (R=NH3+) 2.52 (R=OH) 3.1 (R=NH3+) 2,89 (R=NH3+) 3.3 (R=OH) 2.83 (R=NH3+)

R6’ — W 2.8 2.71 3,48

R6’ — W — N3 2.99 / 3.12 2.71 / 3.04 3.17 / 3.08

R6’ — W — O2P (A1493) 2.99 / 2.85 2.87 / 2.57 2.71 / 2.78

R6’ — W — O2P (G1494) 2.71 / 2.85  
 
 

Table IIB:  List of contacts between aminoglycoside ring II and RNA molecules. 
Paromomycin Neomycin Ribostamycin Neamine Lividomycin Tobramycin Kanamycin Geneticin Gentamicin

Resolution (Å) 2.5 2.4 2.2 2.5 2.2 2.54 3.0 2.4 2.8

Ring II

N1 — O2’’ 3 3,38 3.1 3.27

N1 — O4 (U1495) 2.8 2.7 2.71 2.83 2.8 2.6 2,57 2.7 2.66

N1 — O1P (U overhang) 2,96

N1 — W —  O6 2.70 / 2.91 3.25 / 2.47

N1 — W —  O2" 3,18 / 3,08

N1 — W —  O1P (G1494) 3.36 / 3.19

N1 — W —  O2P (U1495) 3.36 / 3.35

N1 — W — N4 (C1496) 2.8 / n. o. 3.5 / 2.5 3.0 / n. o.

N1 — W —  O6 (G1405) 2.71 / 2.94 2.70 / 3.49

N1 — W —  O4 (U1406) 3.25 / 2.67

N1 — W — W 2.7 / 2.7

N1 — W — W— N4 (C1496) 3.36 / 3.15 / 2.87 3.11 / 2.62 / 2.93

N1 — W — W— O6 (G1405)

N1 — W — W— N7 (G1405) 2.70 / 2.50 / 2.67
3.03 / 2.79 / 2.81     
3.25 / 3.36 / 2.81

N1 — W — W— O2P (U1495) 3.11 / 3.07 / 2.62

N1 — W — W— O2P (G1494) 3.11 / 3.07/ 2.67

N3 — O1P (A1493) 3.1 2.83 2.96 2.92 3.1 3,07 2.8 2.88

N3 — O2P (A1493) 2.51

N3 — N7 (G1494) 2.8 2.75 2.73 2.76 3.22 2.7 2,81 2.9 2.68

N3 — O2P (G1494) 3.1 2.69 2.7 2.53 2.6 2,89 2.7 2.76

N3 — W— O2P (G1494) 2.66 / 2.93

N3 — W— O1P (A1493) 2.66 / 3.47

C4 — O6 (G1494) 3.3 3 3.3

O5 — O5’’ 3.2 3.3 3.41

O5 — O2 (G1494) 3.52

O5 — W — O4" 2,88 / 2,94

O6 — O6 (A1492)_SYMsite2 3.35

O6 — W 3.2

O6 — W 3.5

O6 — W — O4 (U1406) 2.6 / 2.6 2.61 / 2.57 2.58 / 2.90 2.47 / 2.67

O6 — W — O2" 3.23 / 2.69

O6 — W — N2''' 3.28 / 2.98

O6 — W — O4 (U1495) 2.61 / 3.05

O6 — W — W — N7 (G1405) 2.58 / 3.21 / 2.67 2.47 / 3.36 / 2.81
O6 — W — W — W — O6 
(G1405) 2.58 /3.21 /2.50 /3.49  



 130 

 

 

 

Table IIC:  List of contacts between aminoglycoside rings III, IV, V and RNA molecules. 

Paromomycin Neomycin Ribostamycin Neamine Lividomycin Tobramycin Kanamycin Geneticin Gentamicin
Resolution (Å) 2.5 2.4 2.2 2.5 2.2 2.54 3.0 2.4 2.8

Ring III

O2’’ — O6 (G1405) 2.8 2.7 3.07

O2’’ — N4 (C1407) 2.7 2.77 2.85

O2’’ — W — N2''' 3.15 / 3.29

O2’’ — W — N4 (C1407)

O2’’ — W — W — O3'' 2.94 / 2.79 / 2.74

O2’’ — W — W — N3'' 3,08 / 2,96 / 3,13

C2’’ — W — N6 (A1408) 3.3 / 2.6

O3’’ — W — W — O2P (U1406) 2.74 / 2.67 / 2.70

N3’’ — O2P (G1405) 2.9 2.85

N3’’ — N7 (G1405) 3,06

O4’’ — O2P (U1406) 2.7 2.83

O4’’ — W — O2P (G1405) 3 / n.o.

O4’’ — W — O2P (U1406)

O4’’ — W — O5 2,90 / 3,31

O4’’ — W — O2' 2,90 / 2,79

O5’’ — O6 (G1491) 2.85

O5’’ — N7 (G1491) 2.7 2.65 2.75

O5’’ — W — O2P (G1491) 2.8 / 2.83

O5’’ — W — N6''' 2.80 / 2.58

O5’’ — N4 (C1407) 3.1 2.9

Ring IV

N2’’’ — O2P (G1405) 3,00 3.18 3.13

O3’’’ — O2P (U1406) 3.38

O3’’’ — W 3.5

O4’’’ — O1P (G1405) 3.8

Ring V

O2IV — O1P (C1404) 3,00

O3IV — W — O2P (C1404) 2.61 / 3.08  

Table III: RMSD between crystallographic structures using SwissPdb Viewer 
(http://www.expasy.org/spdbv/ ). Upper-right triangle: RMSDs calculated using the 235 
atoms of the minimal A site and in brackets RMSDs calculated using 215 atoms of the 
minimal A site without U1406. Down-left triangle: RMSDs calculated using all 898 atoms 
of the RNA duplex with in brackets values considering the sugar-phosphate backbone 168 
atoms. 

Resolution 2.2 2.5 2.4

4.5

4.6

2.2

GENETICIN

GENTAMICIN

NEAMINE

TOBRAMYCIN

KANAMYCIN

PAROMOMYCIN

NEOMYCIN

RIBOSTAMYCIN

LIVIDOMYCIN

PAROMOMYCIN NEOMYCIN

2.54 2.4

0.36

NEAMINE TOBRAMYCINRIBOSTAMYCIN LIVIDOMYCIN

0.56

0.88

0.84

1.84 (1.19)

1.22

(0.83) 2.29 (0.70)

0.65

0.41

0.8

1.03

1.04

0.83

(1.16)

(1.34)

2.35

0.660.53

GENTAMICIN

0.59

0.46

0.60 

0.90

2.8

2.27 (0.68) 2.32

0.33

(0.78)

1.09

GENETICIN

0.61

KANAMYCIN

3.0 2.3

0.51

0.86

1.22 2.11 (1.59) 0.94

1.12 1.19

1.75

1.88

1.08

0.44 0.48

1.00 1.18 (1.52)2.10 1.24 1.40 1.16

1.02

0.69 0.74 0.55 0.63

0.490.440.660.68 0.91

0.530.95 0.59 0.58

0.792.3

2.23

2.38 0.880.76

0.94 0.96

0.83 0.96

1.86 (1.24)

1.25

1.35

1.020.952.42 1.17

2.06 (1.70) 2.01 (1.66)
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II Publication 4 : fixation d’aminoglycosides à des 

ribosomes mutés comportant des altérations du site A. 

La présence de certaines mutations de l’ARN du site A induit des résistances aux 

aminoglycosides. L’utilisation d’une population homogène de M. smegmatis comportant 

une ou plusieurs mutations ponctuelles du gène rrn permet d’obtenir une information sur 

les interactions aminoglycosides / ARN. La comparaison de l’activité in vivo (grâce aux 

valeurs de MIC) des aminoglycosides de la famille de la néomycine permet d’explorer le 

rôle des cycles III, IV et V dans l’interaction avec l’ARN du site A et d’essayer de corréler 

ces résultats avec les structures cristallographiques récemment obtenues.4 

 

                                                
4 Binding of Neomycin-class Aminoglycoside Antibiotics to Mutant Ribosomes with Alterations in 

the A-site of 16S rRNA. S. Hobbie, P. Pfister, C. Brüll, B. François, E. Westhof, and E.C. Böttger, 

Soumis 
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Summary 
 Aminoglycoside antibiotics that bind to the aminoacyl-tRNA site (A-site) of the 

ribosome are composed of a common neamine core in which a glycopyranosyl ring is 

attached to position 4 of a 2 deoxystreptamine moiety. The core is further substituted by 

one (ribostamycin), two (neomycin, paromomycin) or three additional sugars (lividomycin 

A) attached to position 5 of the 2-deoxystreptamine. To study the role of rings III, IV and 

V in aminoglycoside binding, we used isogenic mutants of M. smegmatis rrn–, carrying 

homogeneous populations of mutant ribosomes with alterations in the 16S rRNA A-site. 

Minimal inhibitory concentrations were determined to investigate drug-ribosome 

interactions and the results compared with that of the previously published crystal structure 

of paromomycin bound to the ribosomal A-site. Our analysis demonstrates: 

i) that the stacking interaction between ring I and G1491 is largely sequence 

independent; 

ii) that rings III and IV each increase the strength of drug binding to the ribosome; 
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iii) that ring IV of the 6’-NH3 aminoglycosides compensates for loss of interactions 

between ring II and U1495 and between ring III and G1491;  

iv) that independently of the number of sugar rings attached to the neamine core, the 

aminoglycosides rely on pseudo-baseparing between ring I and A1408 for binding; 

v) that addition of ring V to the 6’-OH 4,5-aminoglycoside paromomycin does not alter 

the mode of binding; 

vi) the double mutation of the U1406oU1495 base pair into the C1406=G1495 base pair 

yields ribosomal susceptibilities to all 4,5-aminoglycosides comparable to those seen 

with wt A sites. 

 

Keywords 
ribosome, 4,5-disubstituted 2- deoxystreptamines, crystal structure, drug binding 
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Introduction 

 
 Aminoglycosides form a large family of water-soluble, polycationic amino sugars 

which are used as broad-spectrum antibacterial agents (11, 12). Common to all 

aminoglycosides is the neamine core. The neamine core is composed of a six-membered 

cyclitol (2-deoxystreptamine; ring II) glycosidically linked to a glucopyranosyl (ring I). 

Aminoglycosides target the ribosome by direct interaction with ribosomal RNA and they 

affect protein synthesis by inducing codon misreading and inhibiting translocation of the 

tRNA-mRNA complex from the A-to the P-site (3, 12, 15, 25). 

  

 Helix 44, located in the 1400-1500 region of 16S rRNA (E. coli numbering is used 

throughout the paper), has been identified as the site of codon-anticodon interaction (A-

site) by a number of studies (2, 14, 16, 28). Although A-site bound tRNA and 

aminoglycosides protect the same nucleotides in the decoding region, namely A1408, 

A1492, A1493 and G1494, aminoglycosides do not act by sterically hindering the binding 

of the tRNA to the ribosome. Instead, they interfere with the decoding process by inducing 

conformational alterations of the ribosomal A-site (1, 16). Upon drug binding nucleotides 

A1492 and A1493 flip out from helix 44; this change in conformation is normally only 

observed after formation of a cognate tRNA-mRNA complex (1, 16, 17). Bulging out of 

A1492 and A1493 most likely is an essential step in aminoglycoside action as it explains 

the miscoding properties of these drugs (3). 

  

 The neamine core of the aminoglycosides is essential for drug activity (3, 5). NMR 

studies have revealed that rings I and II of the 4,5-aminoglycosides are sufficient to confer 

specificity of binding to a model A-site RNA (6). A1408 and basepairs C1409-G1491 and 

U1406·U1495 represent important elements of the drug binding pocket (see Figure 1). 

Ring I forms two direct hydrogen bonds to the Watson-Crick site of A1408 and is involved 

in a stacking interaction with G1491 (1,26). Ring II participates in a network of hydrogen 

bond contacts of which the interactions between the 1-amino group and O4 of U1495 and 

between the 3-amino group and N7 of G1494 are sequence specific (1,26). The neamine 

core makes additional direct or water-bridged hydrogen bond contacts to the phosphate 

backbone of A1492 and A1493 (1, 26, 27). Additional sugars (ring III, IV and V) are 
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attached to position 5 of the 2-deoxystreptamine moiety. The contacts of ring III are 

characterized by two direct hydrogen bonds with N7 of G1491 and with N4 of C1407 

linking the two RNA strands of helix 44 together (26 and the other xtal structures of the 

lab). Ring IV is mainly involved in non-sequence specific electrostatic interactions with 

the phosphate backbone (1, 26). Recently, the complexes between oligonucleotides 

containing the A site and neamine, neomycin B, and lividomycin A have been solved 

(François et al., submitted) (see Figure 1). 
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 RNA sequence determinants for aminoglycoside binding to the ribosomal A-site 

have mostly been defined using RNA model oligonucleotides (7, 10, 13, 23). Data on in 

vivo mutagenesis of the ribosomal A-site are scarce and compromised by limitations in the 

Escherichia coli system, which is used as model system in ribosomal genetics. In 

particular, several rRNA nucleotides involved in forming the drug binding site could not be 

subjected to in vivo mutagenesis due to nonviability of the mutations in E. coli, e.g. 

 

 
Figure 1: (A) Superposition of the neamine (gray ball and sticks) and ribostamycin (orange) 

molecules docked in the minimal A-site of the ribostamycin crystal structure (orange). (B) 

Superposition of the lividomycin A (magenta ball and sticks) and paromomycin (cyan ball and sticks) 

molecules docked in the minimal A-site of the paromomycin crystal structure (cyan).(C) 

Superposition of the neomycin (yellow ball and sticks) and paromomycin (cyan ball and sticks) 

molecules docked in the minimal A-site of the paromomycin crystal structure (cyan). Crystal structure 

of paromomycin is from ref. (26) and the others from (François et al., submitted). 
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U1495A, U1495C, G1491A, C1409G (4, 22). These limitations were overcome with the 

development of the Mycobacterium smegmatis rrn– system (18-20, 24). In order to analyze 

further the contributions of rings III, IV and V to the binding of 4,5-aminoglycosides, we 

extended our experiments using M. smegmatis rrn– strains carrying a large set of mutations 

within the decoding site. 

 

Results 
 

 The genetic system chosen results in isogenic strains carrying homogeneous 

populations of mutant ribosomes (for a list of mutant strains see Table 1 and Figure 2). 

Minimal inhibitory concentrations (MICs) were determined to investigate ribosomal drug 

susceptibility. We interpreted the MIC data obtained for neamine, ribostamycin, neomycin, 

paromomycin and lividomycin on the basis of the X-ray structural information available 

(1, 26, François et al. submitted). The 4,5-disubstituted 2-deoxystreptamines investigated 

in this study share close structural similarities. The common core of the 4,5-

aminoglycosides is composed of a 2-deoxystreptamine and a glycopyranosyl ring. The 

chemical group linked to the 6'-position of ring I separates the 4,5-aminoglycosides into 

two subclasses: the 6'-NH3-subclass (neamine, ribostamycin, neomycin B) and the 6'-OH-

subclass (paromomycin, lividomycin A). The diversity within the two subclasses of 4,5-

disubstituted aminoglycosides is based on the number of sugar rings attached to position 5 

of ring II: one additional sugar attached to ring II of neamine results in ribostamycin; 

addition of a fourth ring to ring III of ribostamycin gives rise to neomycin. With exception 

of the 6'-position paromomycin is identical to neomycin; an additional ring attached to 

paromomycin gives rise to lividomycin A (for a list of drug structures see Figures 3 and 4). 

For comparison purposes, the number of charges and the nature of the substituent at 

position 6’ are identical for the neamine/ribostamycin couple and for the 

paromomycin/lividomycin couple.  In both cases, the number of rings varies, however. 
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Table 1: Strains used in this study. 
 

  

Strain Reference 
  
  
  

mc2155 SMR5 rrnB—a) (Pfister et al., 2003) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— 1408Gb) (Pfister et al., 2003) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— 1406C/1495Ab) (Pfister et al., 2003) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— 1406C/1495Gb) (this study) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— pMV361-Hyg-rRNA1406Ac) (Pfister et al., 2003) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— pMV361-Hyg-rRNA1406Cc) (Pfister et al., 2003) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— pMV361-Hyg-rRNA1495Ac) (Pfister et al., 2003) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— pMV361-Hyg-rRNA1495Cc) (Pfister et al., 2003) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— pMV361-Hyg-rRNA1409Gc) (Pfister et al., 2005) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— pMV361-Hyg-rRNA1409Uc) (Pfister et al., 2005) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— pMV361-Hyg-rRNA1491Ac) (Pfister et al., 2005) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— pMV361-Hyg-rRNA1491Cc) (Pfister et al., 2005) 
  
mc2155 SMR5 rrnB— pMV361-Hyg-rRNA1491Uc) (Pfister et al., 2005) 
  

 
a) parental strain 
b) spontaneous mutants of M. smegmatis mc2155 SMR5 rrnB—  
c) recombinant mutants of M. smegmatis mc2155 SMR5 rrnB— 
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Figure 2: Secondary structure of the bacterial A-site (E. coli numbering). The mutations introduced 

are shown in red, the highly conserved part of the A-site is boxed. 
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Figure 3: Resistance profile of 4,5-disubstituted 2-deoxystreptamines with a 6’-NH3 group 

(neomycin-subclass) represented as comparison graphs. Each axis of the comparison 

graph represents the influence of the corresponding mutation introduced (highlighted in 

red). The relative resistances conferred by each of the mutations are plotted in log scale 

with the smallest value in the innermost circle. Points lying on the outermost circle 

indicate that the corresponding mutations results in a relative resistance outside the 

measurable range. Neamine and ribostamycin bind weakly to the wild-type ribosomes, 

thus, quantitative analysis is limited. To reflect this limitation the values outside the 

measurable range are depicted by a hatched area. 
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The drug susceptibility measurements given in Table 2 reveal that in wild-type M. 

smegmatis rrn— the potency of the 4,5-aminoglycosides correlates with the number of 

sugar rings attached to the neamine core. Between neamine and ribostamycin (same 

charge, same 6’ substitution, one additional ring), there is a factor of eight in MIC. But, 

between ribostamycin and either paromomycin (4 rings, 5 charges and 6’OH), neomycin (4 

rings, 6 charges and 6’NH3
+), or lividomycin (5 rings, 5 charges, and 6’OH), there is still a 
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Figure 4: Resistance profile of 4,5-disubstituted 2-deoxystreptamines with a 6’-OH group 

(paromomycin-subclass) represented as comparison graphs. Each axis of the comparison 

graph represents the influence of the corresponding mutation introduced (highlighted in 

red). The relative resistances conferred by each of the mutations are plotted in log scale 

with the smallest value in the innermost circle. Points lying on the outermost circle indicate 

that the corresponding mutations results in a relative resistance outside the measurable 

range. 
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factor of about eight. More recently, the pseudo-basepair between ring I and A1408 was 

defined as a critical interaction for aminoglycoside binding (26, GENETICIN and 

tobramycin structures, Vicens/Westhof in Chembiochem, 19). Independently of the 

number of rings attached to the neamine core, disruption of the pseudo-basepair by the 

A1408G alteration prevents the binding of all 4,5-aminoglycosides with a 6'-NH3 group 

(see Table 2). In contrast to the 6’-NH3
+-subclass and as discussed previously (26, 

Vicens/Westhof in Chembiochem, 19), the 6’-OH aminoglycosides (paromomycin and 

lividomycin) could become acceptor of an H-bond from N1 or N2 of A1408G. Thus, these 

drugs can still interfere with the target site in presence of A1408G (see Table 2). 

 

 

 

 

Table 2: MIC and relative resistance mesured for this study. 

Mutation MIC
 b)

RR 
c)

MIC RR MIC RR MIC RR MIC RR

wt 64 -- 8 -- 1 
d)

-- 1 
d)

-- 2 --

1408G > 1024 > 16 > 1024 > 128 512-1024 
d)

512-1024 32-64 
d)

32-64 64 32

1491A 64-128 1-2 128 16 4 
d)

4 32-64 
d)

32-64 256-512 128-256

1491C 512-1024 8-16 1024 128 16-32 
d)

16-32 512 
d)

512 > 1024 > 512

1491U 1024 16 1024 128 8-16 
d)

8-16 512 
d)

512 > 1024 > 512

1409G 128 2 512 64 4 
d)

4 16-32 
d)

16-32 64-128 32-64

1409U 256 4 32-64 4-8 1 
d)

1 8 
d)

8 8-16 4-8

1408G / 1409G > 1024 > 16 > 1024 > 128 1024
 d)

1024 1024 
d)

1024 > 1024 > 512

1408G / 1491U > 1024 > 16 > 1024 > 128 > 1024 
d)

> 1024 1024 
d)

1024 > 1024 > 512

1406A 64 1 8 1 1-2 
d)

1-2 1 
d)

1 1 0.5

1406C 256-512 4-8 32-64 4-8 2-4 
d)

2-4 16 
d)

16 8-16 4-8

1495A > 1024 > 16 > 1024 > 128 16 
d)

16 256-512 
d)

256-512 > 1024 > 512

1495C 256-512 4-8 128 16 8 
d)

8 128 
d)

128 64-128 32-64

1408G / 1406C > 1024 > 16 > 1024 > 128 > 1024 
d)

> 1024 > 1024 
d)

> 1024 > 1024 > 512

1406C / 1495A > 1024 > 16 > 1024 > 128 64 
d)

64 > 1024 
d)

> 1024 > 1024 > 512

1406C / 1495G 256 4 32 4 0.5 0.5 2-4 2-4 8-16 4-8

(5+) 
a)

(4+) 
a)

(4+) 
a)

(6+) 
a)

(5+) 
a)

Ring I; 6'-OHRing I; 6'-NH3

Rings I, II Rings I, II, III, IV

Paromomycin
Rings I, II, III, IV, VRings I, II, III Rings I, II, III, IV

LividomycinNeamine Ribostamycin Neomycin

 
a) Overall net charge of the drug. 
b) MIC, minimal inhibitory concentration (µg/ml) 
c) RR, relative resistance; calculated by dividing MIC mutant through MIC wild-type 
d)These MIC data have been published previously (18,19) and are included here for 

comparison. 
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 Alteration of basepair C1409-G1491 

 

The Watson-Crick basepair C1409-G1491 produces a seat in the pocket at the 

lower end of the drug binding site, enabling ring I to stack on G1491. In addition, ring III 

forms a hydrogen bond between O5” and N7 of G1491 (1, 26, other structures of ours, 

Vicens/Westhof in Chembiochem). The MIC data and the calculation of relative 

resistances given in Table 2 demonstrate that, within the 6’-NH3 subclass, ribostamycin is 

always most affected by alterations of C1409-G1491. Thus, while ribosomal susceptibility 

to neamine and neomycin only moderately decreased upon mutations of the C1409-G1491 

basepair (relative resistances between 1 and 16), significant resistance is conferred to 

ribostamycin (relative resistances between 8 and 128). In particular, transversion mutations 

(G1491 to C or U, C1409 to G) have a profound effect on ribostamycin susceptibility. 

 

Compared to neomycin and as reported previously (18), the 6’-OH paromomycin is 

much more dependent on proper interaction with the C1409-G1491 basepair. The 

importance of this interaction is not alleviated by addition of a further aminosugar as in 

lividomycin (see Table 2). The double mutations A1408G/C1409G and A1408G/G1491U 

confer high-level drug resistance to all 4,5-aminoglycosides tested. This is to be expected 

for the 6’-NH3 subclass, due to disruption of the pseudo-basepair interaction of ring I with 

A1408 (18, 19). For the 6’-OH subclass this finding indicates that the effects of the 

different mutations are additive, in particular for the A1408G/C1409G alteration (compare 

the level of relative resistance conferred by each single mutation, A1408G and C1409G, to 

that of the combined A1408G/C1409G alteration). 

 

 Alteration of the U1406·U1495 basepair 

 

The base-pair U1406·U1495 closes the binding pocket at the upper stem. One water 

mediated contact between O6 of ring II and O4 of U1406 is observed in the 4,5 2-

deoxystreptamines (26, François et al. submitted). Mutation of U1406 to adenine does not 

affect drug susceptibility; alteration of U1406 to cytosine marginally influences drug 
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susceptibility (relative resistances 4 to 16). The A1408G/U1406C double mutation results 

in high-level resistance to all 4,5-aminoglycosides studied, indicating that for the 6’-OH 

subclass the effects of the individual mutations are additive. N1 of ring II makes an 

additional direct hydrogen bond contact with O4 of U1495. The transition mutation 

U1495C exchanges the O4 by an ammonium-group rendering the interaction of cytosine 

with N1 of the 4,5-aminoglycosides unfavorable. However, the correct insertion of ring I 

into the binding pocket and the pseudo-basepair interaction between O5' and 6'-NH3
+-

group of ring I with A1408 still allow for binding of the 6’-NH3
+ subclass to the ribosome. 

In contrast, the 6’-OH-aminoglycosides are more affected by the U1495C alteration. 

 

The U1495A is expected to prevent contacts between N1 of ring II and nucleotide 

1495 even more than a U to C mutation owing to the size of the adenine ring. With the 

exception of neomycin, the aminoglycoside with the highest charge, the U1495A alteration 

confers significant drug resistance to all 4,5-aminoglycosides tested, including neamine, 

ribostamycin, paromomycin, lividomycin A. Apparently, both the 6’NH3 ring I - A1408 

interaction and ring IV are required to partly compensate for this major conformational 

change in the ribosomal A-site. The double mutation U1406C/U1495A confers high-level 

drug resistance to the 4,5-aminoglycosides with the exception of neomycin. On the 

contrary and unexpectedly, introducing the U1495G alteration into the U1406C mutant, 

thus replacing the U·U basepair by a C1406-G1495 Watson Crick interaction, nearly 

completely restores ribosomal susceptibility to the 4,5-aminoglycoside antibiotics. 

 

 

 Discussion 

  

Using a well defined in vivo system, we investigated the role of rings III, IV and V 

in the binding of 4,5-aminoglycosides to their ribosomal target. Site-directed mutagenesis 

of the ribosomal A-site in a genetic model where manipulation of rRNA results in cells 

carrying homogeneous populations of mutant ribosomes (18-20) allowed for a detailed 

investigation of drug-target interactions. The critical role of the 6’ group of ring I in 

aminoglycoside - ribosome interaction has previously been investigated by mutagenesis 
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studies and will not be addressed here (19). In this study focus was given on the role of 

ring III, IV and V in drug binding. 

 

In line with previous measurements of dissociation constants (6) ring III increases 

drug potency by a factor of 8, as determined by MIC measurements (see Table 2). Ring III 

makes sequence specific contacts with RNA, i.e. hydrogen bonding between 5”-OH and 

N7 of G1491 and between 2”-OH and N4 of C1407 (1, 26).  Addition of ring IV increases 

the positive net charge and it contacts the ribosomal A site at the backbone of helix 44 (1, 

26). The strength of these electrostatic contacts raises drug activity 8-fold as determined by 

MIC measurements (compare neomycin with ribostamycin). Overall, in our in vivo system 

neomycin is 64-fold more active than neamine. This finding is in good agreement with the 

dissociation constants Kd reported for neomycin and neamine (0.5 µM versus 100 µM) (6). 

 

For each couple of aminoglycosides with similar properties (charge and substituent 

at 6’), one can divide the effects of mutations in two categories: (1) those mutations for 

which the ratio of MICs is the same as in the wt situation; (2) those mutations for which 

this ratio is much less (or more, a rare case) than expected. Thus, for the 

neamine/ribostamycin couple, the C1409G mutation (and to a lesser extent, G1491A and 

G1491C or U1495C) leads to a higher suceptibility to neamine than to ribostamycin. In 

contrast, the C1409U or the U1406C mutation could lead to a higher suceptibility to 

neamine than to ribostamycin compared to the wt situation. For the 

paromomycin/lividomycin A couple, the G1491A and the C1409G lead to a higher 

susceptibility to paromomycin than to lividomycin A (unlike in the wt). On the opposite, 

the U1406C and the U1495C mutations lead to a greater than expected suceptibility to 

lividomycin A compared to paromomycin. 

 

Addition of ring affects V little, if at all, drug activity and susceptibility of mutant 

ribosomes (compare lividomycin A with paromomycin, see Table 2), indicating that ring V 

only makes weak contacts with the A-site in a non sequence-specific manner – most likely 

with the RNA backbone, as seen in the crystal structure (François et al. submitted). To 

investigate ring I-G1491 interaction isolated from other interactions by additional rings, 

e.g. between 5”-OH of ring III and N7 of G1491, we determined minimal inhibitory 
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concentrations to neamine in a series of mutants with alterations in the C1409-G1491 

basepair. These studies revealed that transitions affect weakly drug binding; transversion 

have a small, albeit significant effect. We interpret these findings as evidence that the ring 

I-G1491 stacking interaction is largely sequence independent. Within the 6’-NH3 subclass 

ribostamycin is most affected by alterations of the C1409-G1491 basepair. The finding is 

rationalized by the X-ray structural data (François et al., submitted). Neamine interacts 

with G1491 merely by non-sequence specific stacking interaction of its ring I. Compared 

to ribostamycin, ring IV of neomycin apparently is able to compensate for the loss of 

sequence-specific interaction between ring III and G1491 and /or introduction of steric 

clashes as mediated by mutagenesis of C1409-G1491. 

 

A thorough interpretation of the MIC measurements obtained upon mutagenesis of 

the U1406·U1495 wobble basepair is in part limited by the low susceptibility of wild-type 

ribosomes to neamine. Most of the mutations, i.e. U1406C, U1406A, U1495C only 

moderately affect ribosomal susceptibility to the 6’-NH3
+ aminoglycosides, if at all. The 

U1495A alteration confers significant resistance to ribostamycin (relative resistance >128) 

but only moderately affects susceptibility to neomycin (relative resistance 16). The low 

susceptibility of wild-type ribosomes to neamine does not allow to determine for relative 

resistances greater than 16. The loss of ribosomal susceptibility to neamine and 

ribostamycin can be rationalized by the loss of interaction between the 1-amino group of 

ring II and the O4 of U1495 in the U1495A mutant and by less favorable binding of ring 

II. Apparently, ring IV of neomycin is able to partly compensate for this interaction. The 

double mutation U1406C/U1495A alteration confers high-level drug resistance to all 4,5-

aminoglycosides except neomycin which is moderately susceptible to this double mutant. 

As discussed previously (19), the U1406C/U1495A double alteration will result in a major 

change in basepair geometry precluding an appropriate positioning of ring II near the 

U1406·U1495 pair and consequently poor insertion of ring I in the drug binding pocket. 

 

Alteration of U1495A to G in the U1406C/U1495A double mutant replaces the 

natural U1406·U1495 wobble basepair by a U1406C-U1495G Watson Crick basepair and 

restores ribosomal susceptibility to all 4,5-aminoglycosides of the 6’-NH3 and the 6’-OH 

subclass investigated. This observation contrasts with the U1406-U1495A alteration, 

which confers significant resistance to most 4,5-aminoglycosides. Presumably, the 
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U1406C/U1495G alteration has a conformation and geometry similar to that of the 

U1406/U1495A alteration. How then to explain this surprising finding? One rationale 

would refer to the different net charges provided by the functional group at position C6 of 

U1495A (amino-group, positive charge) and U1495G (keto-group, negative charge). The 

keto-group at C6 of 1495G, together with the N7 of 1495G, could possibly interact with 

the ring II N1 ammonium group in a fashion similar to that of O4 of the pyrimidine U1495 

or, more generally, be involved in a network of electrostatic interactions between the 

positively charged aminoglycosides and their target RNAs (8, 9).  The Hoogsteen sites of 

guanines ar often involved in binding positive ions like potassium ions (Auffinger & 

Westhof, Water and ion binding around r(UpA)12 and d(ApT)12 oligomers - Comparison 

with RNA and DNA (CpG)12 duplexes. J. Mol. Biol., 305, 1057-1072.).  Figure 5 shows 

the superposition of a C1406=G1495 base pair on a typical U1406oU1495 base pair. The 

distances between a typical aminoglycoside (N1 and O6) and the Hoogsteen sites of 

G1495 are between 3.0 (O6) and 4.2 (N7) Å, respectively.  It can be seen how the amino 

group N4 of C1406 replaces the recurrently observed water molecule between U1406 and 

the aminoglycoside so that a contact between N4(C1406) and O6 of ring II can be made. 

Interestingly, single mutants in which one U is replaced by a A display other effects (19).  

The A1495-U1406 mutants lead to resistance to aminoglycosides, while the U1495-A1406 

mutants display susceptibilities to the neomycin class of aminoglycosides but less so to the 

tobramycin class (19). 
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Materials and Methods 

 

Bacterial strains and DNA techniques 

The conditions for selective plating and RecA-mediated homologous recombination 

to obtain mutant strains of M. smegmatis rrn— (for a list of mutants see Table 1) have been 

described elsewhere (21). Following initial selection the strains were cultured on LB agar 

plates. Nucleic acid sequencing was used to verify that the point mutations had been 

introduced into the single functional rRNA operon of M. smegmatis rrn—. Taq cycle 

sequencing was done with fluorescent-labelled nucleotides according to the manufacturer’s 

instructions (Applied Biosystems).  

 

Determination of the minimal inhibitory concentrations (MIC) 

  Strains of M. smegmatis rrn— were cultured on LB agar plates. To obtain 

200 ml starting cultures with an OD600 = 0.025, colonies were taken from agar plates and 

 

 
Figure 5: Manual superposition of a G1495=C1406 on a U1495oU1406 base pair in the crystal 

structure of paromomycin (26).  The N1 and O6 atoms of ring II which contact positions 

1495 and 1406 are indicated, as well as the N7, O6 of G1495 and N4 of C1406.  In grey is 

shown the U1495oU1406 with the bound water molecules. 
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dissolved in liquid LB medium supplemented with 0.05 % Tween80. The antibiotics to be 

tested were added in 2-fold series of dilutions ranging from 0.25 mg/ml to 1024 mg/ml. 

The antibiotics used were obtained from Sigma: paromomycin (P-9297), lividomycin (L-

4518), neomycin (N-6386), ribostamycin (R-2255), and from ICN Biomedicals: neamine 

(158966). The MIC is defined as the drug concentration at which the growth of the cultures 

is completely inhibited after 72h incubation at 37 oC, corresponding to 24 generations. 
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CHAPITRE 4 

 

STRUCTURES CRISTALLOGRAPHIQUES 

DE COMPLEXES ENTRE 

AMINOGLYCOSIDES MODIFIES ET 

SITE A  
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Chapitre 4 Structures cristallographiques de 
complexes entre 

aminoglycosides modifiés et 
site A 

I Les aminoglycosides modifiés 

 
Les phénomènes de résistance aux antibiotiques ont considérablement compliqué la 

gestion de maladies telles que pneumonie, tuberculose, malaria et autres infections 

affectant les personnes atteintes du SIDA. Alors que le développement de nouveaux 

composés permettait jusqu’alors de contenir le phénomène de résistance, l’industrie 

pharmaceutique a progressivement réduit ses investissements de recherche et 

développement dans le domaine de l’infectiologie pour des raisons financières. En effet, au 

regard des coûts de développement de plus en plus élevés et des politiques 

gouvernementales visant à réduire la consommation de médicaments, le retour sur 

investissement pour des antibiotiques est devenu trop faible. C’est ainsi que la mise sur le 

marché de nouveaux antibiotiques s’est ralentie (voir figure 4.1) (Payne and Tomasz 2004; 

 
Figure 4.1 : Historique de mise sur le marché de nouveaux antibiotiques. 
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Norrby, Nord et al. 2005) 

Durant les six dernières années, les efforts de recherche pour le développement de 

nouveaux composés ont été essentiellement supportés par des laboratoires académiques et 

des sociétés de biotechnologies ciblant ce marché de niche. Récemment, des 

réorganisations industrielles ont vu le rachat d’un certain nombre de ces petites sociétés 

(Vicuron par exemple) par des géants industriels (tels que Pfizer) afin de se repositionner 

sur ce marché.  

Les aminoglycosides présentent un axe de recherche intéressant à plusieurs points 

de vue : ces composés sont anciens et ne sont donc plus protégés par des brevets 

commerciaux, la matière première est peu onéreuse et la chimie des sucres permet 

actuellement un grand nombre de réactions. De nombreuses modifications chimiques ont 

été testées sur les aminoglycosides dès 1976, aussi bien pour augmenter leur affinité pour 

l’ARN ou l’ADN que pour restaurer leurs propriétés antibactériennes dans des souches 

résistantes. Ces travaux ont déjà fait l’objet de plusieurs revues (Wang and Tor 1998; 

Hermann 2000; Hermann 2005), mais il est intéressant de reprendre l’ensemble des 

approches chimiques employées et de les mettre en relation avec les données biologiques 

aujourd’hui disponibles. 

La majorité des travaux présentés ci-après ont été réalisés par des laboratoires de 

chimie dont le but principal était de publier de nouvelles voies de synthèse 

d’aminoglycosides modifiés et non pas de développer de nouveaux médicaments. De 

nombreuses modifications chimiques ont été réalisées « en aveugle » sans disposer 

d’information structurale sur le site A bactérien. La chimie des aminoglycosides a connu 

un second essor après la résolution de plusieurs complexes aminoglycoside / site A 

bactérien par RMN et cristallographie aux RX (Fourmy, Recht et al. 1996; Fourmy, Recht 

et al. 1998; Fourmy, Yoshizawa et al. 1998; Brodersen, Clemons et al. 2000; Ogle, 

Brodersen et al. 2001; Vicens and Westhof 2001; Vicens and Westhof 2002; Vicens and 

Westhof 2003). Certains laboratoires se sont basés sur ces structures de manière plus ou 

moins heureuse, et plusieurs d’entre eux ont étudié l’activité biologique de leurs synthons 

de manière plus approfondie. 
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Plusieurs approches ont été utilisées pour modifier les aminoglycosides et peuvent 

se regrouper au sein de six classes :  

• la recherche de molécules aux propriétés chimiques analogues et la synthèse de 

novo ; 

• l’obtention de composés issus de couplages d’aminoglycosides avec des sucres, 

d’autres antibiotiques ou des polyamines ;  

• les homo et hétéro-dimérisations d’aminoglycosides ;  

• la substitution chimique d’un sucre naturel par un composé cyclique ;  

• la cyclisation des aminoglycosides ; 

• la substitution ou l’addition de groupements chimiques pour fonctionnaliser les 

sucres naturels constitutifs des aminoglycosides. 

 
 

A. Identification d’analogues 

Pour découvrir et mettre au point des analogues d’aminoglycosides, il a fallu 

développer de nouvelles techniques d’investigation pour mesurer rapidement les 

interactions entre les composés de la librairie chimique testée et la cible biologique. La 

société Abbot a utilisé un système de criblage de composés chimiques par RMN en 

observant les déplacements chimiques produits par l’interaction de ces composés avec un 

fragment d’ARN comportant le site A bactérien (Yu, Oost et al. 2003). Cette technique 

leur a permis d’identifier une série de molécules appartenant aux familles des 2-

aminobenzimidazoles et des 2-aminoquinolines (figure 4.2 A et B respectivement). 

Une seconde approche de screen rapide de composés analogues ou dérivés 

d’aminoglycosides a été mise au point en 2004 (Bryan and Wong 2004) et repose sur 

l’utilisation d’un fragment d’ARN comportant le site A bactérien couplé à un fluorophore. 

La réaction de compétition et l’évolution du signal de fluorescence qui a lieu lors de l’ajout 

des librairies de composés chimiques permet d’identifier lesquels de ces composés ciblent 

le site A bactérien. 

Une technique similaire a été employée par l’équipe de Peter H. Seeberger (Disney 

and Seeberger 2004). Une librairie de composés chimiques a été fixée sur un support 

solide puis trois fragments d’ARN comportant respectivement un site A bactérien, un site 
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A humain et un intron du groupe I, couplés à un fluorophore (TAMARA ou fluorescéine). 

Cette méthode permet de détecter la liaison d’aminoglycosides au site A bactérien même 

lorsque les constantes d’affinités sont faibles. La possibilité d’appliquer cette technologie 

de puce aussi bien aux ARN qu’aux protéines, a permis à la même équipe d’identifier des 

aminoglycosides modifiés susceptibles d’inhiber par encombrement stérique les sites 

catalytiques des enzymes de modification bactériennes (AAC(2’) issue de Mycobacterium 

tuberculosis et la 6’-acétyltransférase AAC(6’) issue de Salmonella enterica) (Disney, 

Magnet et al. 2004). 

Les programmes informatiques de modélisation et de docking initialement conçus 

pour les protéines ont été modifiés pour permettre d’évaluer les librairies d’inhibiteurs 

potentiels du ribosome (Detering and Varani 2004). 

Une nouvelle voie de synthèse d’aminoglycosides de novo a été développée en 

2004 (Dahl and Finney 2004). En utilisant des réactions de cycloadditions sur des 

molécules de triazolines, il est possible d’obtenir des aminoglycosides en s’affranchissant 

des réactifs initiaux qu’étaient le glucose ou la glucosamine. Ces travaux ouvrent de 

nouvelles possibilités pour la synthèse d’analogues d’aminoglycosides.  

Il est à noter que plusieurs de ces techniques seront reprises dans les études 

mentionnées par la suite, afin de tester rapidement l’affinité des nouveaux composés 

synthétisés pour leur cible ARN. 

 

B. Réactions de couplages sur aminoglycosides 

Les réactions de couplage d’aminoglycosides avec des sucres, des polyamines ou 

d’autres antibiotiques ont été envisagées pour diminuer l’affinité des aminoglycosides pour 

leurs enzymes de modifications en empêchant l’accès au cœur catalytique mais également 

pour augmenter leur affinité pour leurs sites de fixation (site A et RRE) par ajout de 

contacts supplémentaires avec l’ARN. Il faut toutefois noter que les aminoglycosides 

peuvent également interagir avec le grand sillon d’hélices d’ADN, et ont été couplés à des 

molécules ciblant ces hélices telle que Hoechst 33258 (figure 4.2 C) en position 5’’ afin de 

développer des inhibiteurs des facteurs de transcription (Arya and Willis 2003).  

Les premiers travaux ont été menés par couplage d’une molécule d’EDTA en 

position 5’’ d’une tobramycine (Wang and Tor 1998) (figure 4.2 D). Cette stratégie a été 
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mise au point pour inhiber l’activité catalytique du ribozyme à tête de marteau HH16. Les 

auteurs envisageaient que la partie tobramycine allait cibler la composante ARN tandis que 

la partie EDTA complexée à une molécule de Fe(II) allait pouvoir déplacer un Mg2+ et 

ainsi destabiliser le ribozyme. 

En 2003, une première série de dérivés acridines (néomycine B, kanamycine ou 

tobramycine couplées en position 5’’ à une molécule d’acridine (figure 4.2 E)) a été 

synthétisée et testée sur RRE (Luedtke, Liu et al. 2003). Les molécules d’acridines ont été 

greffées en faisant varier la longueur du bras intercaleur entre l’acridine et 

l’aminoglycoside, cette longueur influe directement sur la spécificité et la force de liaison 

du nouveau composé. La même année, l’équipe de Timor Baasov (Fridman, Belakhov et 

al. 2003) a synthétisé une série de composés issus du couplage d’une néomycine B avec 

des monosaccharides en position 5’’ (figure 4.2 F). Ces conjugués se sont révélés plus 

actifs que l’aminoglycoside seul contre des souches antibio-résistantes de Salmonella 

virchow (SV49). Cette série de dérivés a également mis en évidence que l’introduction de 

groupements ammoniums supplémentaires en 5’’ n’influençait pas l’activité 

antibactérienne (MIC similaires) même si elle augmentait l’affinité de ces composés 

mesurée in vitro. 

L’actualité des menaces bio-terroristes a mis en évidence la nécessité d’obtenir 

rapidement des inhibiteurs efficaces de la bactérie Gram positive Bacillus anthracis et de 

sa toxine. Près de 3000 composés ont été passés au crible et la néomycine B est apparue 

comme candidat potentiel. De nouveaux conjugués en 5’’ de néomycine B – 

monosaccharides ont été testés sur des souches de la bactérie (Fridman, Belakhov et al. 

2005). Ces composés (figure 4.2 G) présentent une activité antibactérienne (similaire à 

celle de la néomycine B) mais sont également efficaces contre la toxine.  

L’équipe de Timor Baasov a poursuivi ses études sur le potentiel bactéricide des 

conjugués néomycine B – mono et disaccharides sur de nouvelles souches bactériennes 

dont P. aeruginosa (Hainrichson, Pokrovskaya et al. 2005). Les résultats ont cette fois 

démontré une relation directe entre l’activité antibactérienne et le nombre de groupements 

ammoniums du monosaccharide couplé en 5’’, le (2NH2)glucose est plus actif que le 

(1NH2)glucose lui-même plus actif que la molécule de glucose seule. L’affinité des 

enzymes de modification APH(3’)-IIIa pour ces composés est plus faible que pour la 

néomycine B naturelle, ce qui laisse supposer une activité antibactérienne sur les souches 

de Pseudomonas porteuses du gène codant pour cette enzyme. 
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La néomycine B a également été couplée à d’autres antibiotiques comme le 

chloramphénicol (Cam) ou le linézolid (Lnz) (Lee, Kwon et al. 2004) pour lui conférer une 

meilleure affinité pour RRE et TAR. Le couplage en 5’’ (figure 4.2 H) a permis de 

multiplier l’affinité de ces composés par un facteur 10, selon la longueur du bras 

intercalant (six carbones étant l’optimum).  

Les aminoglycosides ont également fait l’objet de modifications chimiques par 

greffe de polyamines notamment sur une molécule de néomycine B afin d’être utilisés en 

chromatographie d’affinité (Rege, Hu et al. 2004). Cette approche est intéressante car 

l’ajout des groupements polyamines s’est fait par réaction enzymatique. Une approche 

semblable pourrait être envisagée pour fonctionnaliser les cycles IV de molécules de 

paromomycine, néomycine ou lividomycine.  

 
C. Dimérisation d’aminoglycosides 

L’intérêt premier pour les dimères d’aminoglycosides résidait dans leur capacité 

théorique à occuper simultanément plusieurs sites de liaison d’aminoglycosides au sein 

d’une grosse molécule d’ARN et ainsi bénéficier des avantages thermodynamiques 

(entropie et enthalpie) pour augmenter l’affinité de ces derniers pour leur cible. De plus, la 

génération de dimères permet d’augmenter rapidement le nombre de molécules 

potentiellement capables de se fixer à l’ARN. 

Parmi les premiers à développer cet axe de recherche, le professeur Tor a synthétisé 

en 1999 (Michael, Wang et al. 1999) plusieurs homo-dimères (néomycine-néomycine, 

tobramycine-tobramycine et kanamycine-kanamycine) ainsi que des hétéro dimères 

(tobramycine-néomycine, kanamycine-tobramycine), en reliant les positions 5’’ des 

aminoglycosides par un intercalant suffisamment long et flexible pour explorer des sites de 

fixations potentiels. Le système biologique étudié est le ribozyme L-21 Sca I de 

Tetrahymena. L’activité inhibitrice des dimères est bien meilleure (facteur 100 pour la 

tobramycine par exemple) que celle des monomères. Une explication pourrait être la plus 

forte affinité des dimères pour l’ARN du ribozyme ainsi que le déplacement du 

magnésium catalytique par les nombreux groupements ammoniums. 

L’année suivante, le même procédé de dimérisation en 5’’ a été appliqué à la 

néamine (Sucheck, Wong et al. 2000) afin d’augmenter son affinité pour l’ARNr et la 

rendre moins sensible aux enzymes de modification chimique AAC(6’) et APH(3’). Ces 



 161 

dimères possèdent de plus la propriété d’inhiber l’activité APH(2’’) de l’enzyme AAC(6’)-

APH(2’’) qui est l’une des principales causes de résistance aux aminoglycosides. 

Les homo- et hétéro-dimères de tobramycine, néomycine et kanamycine 

précédemment mentionnés (Michael, Wang et al. 1999) ont été testés sur RRE avec 

plusieurs longueurs d’intercalant (Luedtke, Liu et al. 2003). Cette étude a démontré que la 

dimérisation permettait d’augmenter l’affinité des aminoglycosides pour RRE sans pour 

autant augmenter la spécificité pour ce dernier. Or ce point est critique pour tout 

développement de traitements destinés à l’homme afin de diminuer les risques d’effets 

secondaires.  

Les aminoglycosides, tout comme les autres ligands de l’ARN, ne ciblent 

généralement pas les boucles en épingle à cheveux. La synthèse d’homo-dimères de 2-

déoxystreptamine reliés en position 4 par des intercalants de différents types (aromatiques 

ou non) a permis l’obtention de ligands de type aminoglycoside capable de se lier à ce 

motif structural (Liu, Thomas et al. 2004). Comme précédemment, l’affinité de ces 

composés résulte d’une combinaison entre longueur et nature de l’intercalant. Les auteurs 

n’ont pas traité de l’activité antibactérienne de tels composés. 

Deux autres études ont estimé l’effet de variables telles que la longueur, la nature et 

le positionnement (4,5 ou 4,6 DOS) de l’intercalant pour des homo-dimères de néamine 

(Agnelli, Sucheck et al. 2004; Liang, Romero et al. 2005). Il ressort de ces travaux que les 

molécules dimérisées en position 6 du cycle déoxystreptamine sont plus efficaces que 

celles dimérisées en position 5.  
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Figure 4.2 : Structure chimique des principales classes de dérivés d’aminoglycosides. Les sphères  

grises représentent le « corps » de l’aminoglycoside.  
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D. Remplacement d’un sucre naturel 

En se basant sur les données structurales RMN de Puglisi, l’équipe du professeur 

Hanessian a produit une carte du site A bactérien à l’aide du programme GRID afin de 

déterminer les zones énergétiquement favorables à l’ajout de charges supplémentaires à 

une molécule de paromomycine. Cette modélisation a déterminé une zone entourée de 

groupements phosphates normalement occupée par les cycles III et IV de la paromomycine 

(Hanessian, Tremblay et al. 2001). Leur hypothèse de travail a donc été de supprimer les 

deux cycles naturels et de les remplacer par des appendices, cycliques ou non, comportant 

des groupements ammoniums à leur extrémité ou par les cycles I et II constituant ainsi des 

dimères de paromamine. Aucun des composés ainsi produits n’a présenté d’activité 

antibactérienne contre des souches résistantes à une dose de 50 µg / ml. 

Une autre approche consiste à introduire des éléments hétérocycliques sur une 

molécule d’aminoglycoside. Pour déterminer leur positionnement, les auteurs (Ding, 

Hofstadler et al. 2003) ont comparé l’activité de la paromomycine privée de son cycle I ou 

de son cycle IV. La technique employée a montré que le cycle I est moins indispensable 

que le cycle IV et leur travaux se sont donc orientés vers une suppression du cycle I et son 

remplacement par des groupements hétérocycliques. L’affinité du composé final (figure 

4.2 I) pour le site A est inférieure à celle mesurée pour la paromomycine, mais les valeurs 

de MIC50 sont semblables 2,8 mM et 3 mM. Le positionnement de ce double hétérocycle 

n’est pas évident et seule une structure cristallographique permettra de connaître son mode 

d’interaction avec les adénines 1408, 1492 et 1493.  

D’autres travaux visant à remplacer le cycle III de la kanamycine A par d’autres 

sucres ont été menés (Li, Wang et al. 2004). Les mesures systématiques d’affinité et de 

MIC50 pour l’ensemble des substituants employés a permis d’identifier les positions les 

plus favorables pour les différents groupements chimiques sur le cycle III (ammonium, 

hydroxyle ou benzyle). Parallèlement, un autre groupe (Chou, Wu et al. 2004) a développé 

une méthode de synthèse d’analogues de kanamycine B sans pour autant tester l’activité 

biologique de ces derniers. 
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E. Cyclisation d’aminoglycosides naturels 

La recherche d’aminoglycosides insensibles aux enzymes de modification a été 

facilitée par la résolution des structures de ces enzymes en présence de leur substrat 

(Pedersen, Benning et al. 1995). Ainsi il est apparu que l’O-nucléotidyltransférase ANT4 

de Staphylococcus aureus nécessite en son site actif une conformation de la néomycine B 

différente de celle adoptée par l’antibiotique dans le site A bactérien. Deux groupes 

(Asensio, Hidalgo et al. 2005; Zhao, Zhao et al. 2005) ont eu l’idée de maintenir une 

molécule de néomycine dans sa configuration « active » en créant une liaison entre le 

groupement hydroxyle 5’’ du cycle III et le groupement ammonium en 2’ du cycle I. La 

structure cristallographique de la néomycine cyclisée n’est que de 3 Å (en plus de certaines 

libertés prises avec les statistiques d’affinement) alors que le système de cristallisation 

employé permet d’atteindre des résolutions voisines de 2 Å ; le rôle des molécules d’eau 

dans l’interaction entre l’antibiotique et sa cible ARN n’a pas été discutée par les auteurs 

(Zhao, Zhao et al. 2005).  

 

F. Incorporation-substitution de groupements 

chimiques 

L’amikacine est le premier aminoglycoside modifié chimiquement obtenu en 1976 

par incorporation d’un groupement chimique (le L(-)-gamma-amino-alpha-

hydroxybutyryl) sur l’ammonium en C1 de la kanamycine (Kawaguchi 1976). Ce composé 

a été rapidement utilisé en milieu hospitalier car il restait efficace sur des souches 

résistantes. 

La bromoacétylation des groupements ammoniums d’une néamine (Roestamadji 

and Mobashery 1998) y compris en position C1, permet à cette nouvelle molécule de 

conserver une efficacité antibactérienne sur des souches résistantes. Les groupements 

bromoacétyles diminuent légèrement l’affinité de l’aminoglycoside, mais surtout modifient 

l’organisation du site catalytique pour l’enzyme de modification bactérienne APH(3')-IIa.  

Les précédents résultats sont-ils dus aux charges supplémentaires apportées aux 

antibiotiques ? Pour répondre à cette question, Hai Wang and Yitzhak Tor (Wang and Tor 

1998) ont éliminé les groupements hydroxyles en 6’’ des molécules de tobramycine et de 
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kanamycine A puis les ont remplacés par des groupements ammoniums. Ils ont procédé de 

même pour le groupement hydroxyle en 5’’ de la néomycine B. L’effet inhibiteur de ces 

molécules a été testé sur le ribozyme à tête de marteau : la (6’’NH2)kanamycine A présente 

la même efficacité que la kanamycine B (même charge totale), de même, l’efficacité de la 

(6’’NH2)tobramycine et de la (5’’NH2)néomycine B a été augmentée d’un facteur cinq. 

Dans le cas de cette étude, il y a corrélation directe entre le nombre de charges et l’affinité 

des aminoglycosides pour l’ARN. Cependant l’activité antibactérienne de ces dérivés n’a 

pas été mesurée. 

D’autres positions sur le cycle I ont été exploitées pour ajouter des groupements 

fonctionnels au squelette paromamine (Simonsen, Ayida et al. 2002), après élimination des 

cycles III et IV de la paromomycine, Hermann et ses collaborateurs ont testé diverses 

fonctionnalisations des positions 4’ et 6’. Aucun de ces composés ne possède une activité 

bactéricide comparable à celle de la paromomycine (facteur entre 100 et 1000). Il faut 

noter que les modifications en position 4’ n’induisent pas systématiquement de perte 

d’activité, par contre tout changement en position 6’ supprime la pseudo paire de base 

entre le cycle I et l’adénine A1408. Il est regrettable que les auteurs aient supprimé les 

cycles III et IV de la paromomycine privant ainsi leurs composés de quatre contacts directs 

avec l’ARN du site A (Vicens and Westhof 2001), les diminutions drastiques de l’activité 

étant probablement liées. 

Le groupement aminohydroxybutyryle (HABA) a été repris en 2003 (Russell, 

Murray et al. 2003) pour dériver en position N1 une molécule de néamine qui possède un 

ligand aminoalkyle sur l’hydroxyle en position 6. Tout comme pour l’amikacine, ce 

composé présente un large spectre d’activité (Escherichia coli, Serratia marcescens, 

Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, et Staphylococcus aureus) y compris sur 

des souches résistantes comportant l’enzyme APH(3’)-IIIa. La structure cristallographique 

à 2,5 Å met en évidence les quatre contacts entre le groupement HABA et les bases 

U1495, G1403, C1496 et G1497 ; ainsi que les trois contacts entre le groupement 

aminoalkyle et les bases G1405 et U1406. La superposition de ce composé sur la structure 

de la kanamycine liée au site actif de l’enzyme APH(3’) révèle une gène stérique entre la 

partie HABA et une boucle constitutive du site catalytique. L’explication proposée rejoint 

celle formulée en 1998 (Roestamadji and Mobashery 1998) qui suppose une réorganisation 

du site catalytique de l’enzyme d’où la perte d’activité de ce dernier. 



 166 

La fonctionnalité et la stéréochimie du groupement HABA a été étudiée au travers 

d’une série complète d’analogues (cyclisation, allongement de la chaîne et remplacement 

de l’ammonium terminal par un groupement hydroxyle) (Hanessian, Kornienko et al. 

2003). Les analogues d’amikacine N-hydroxyurée présentent des niveaux d’efficacité 

similaires à ceux de l’amikacine contre les souches Escherichia coli (ATCC25922) et 

Staphylococcus aureus (ATCC13709) mais sont également actifs contre Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 27853). Cependant, ils sont inefficaces contre la souche résistante de 

cet organisme ainsi que contre la souche de Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 33591).  

En se basant sur les structures cristallographiques des sites de fixation de la 

paromomycine (Ogle, Brodersen et al. 2001; Vicens and Westhof 2001) et de 

l’hygromycine (Brodersen, Clemons et al. 2000), Hermann et collaborateurs ont synthétisé 

des dérivés de néamine en O6 et N1 pour étendre les interactions de celle-ci jusqu’au site 

de fixation de l’hygromycine (Vourloumis, Winters et al. 2005). Les composés obtenus 

possèdent la capacité de se fixer à l’ARN mais sont de faibles inhibiteurs de croissance 

bactérienne. Les auteurs n’ont pas été en mesure de démontrer la spécificité de ces 

molécules pour les sites de fixation de la paromomycine et de l’hygromycine.  
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La table 4.1 résume l’ensemble des positions chimiques ayant fait l’objet de 

modifications. Il faut bien noter que la plupart des publications citées dans cette partie sont 

issues de laboratoires de chimie pour lesquels seules les notions d’affinité et de constantes 

d’associations comptent. La spécificité des nombreuses molécules synthétisées n’a pas 

toujours été estimée ou du moins publiée, il y a cependant fort à parier que ces mêmes 

molécules ont été reprises par les industriels du secteur pharmaceutique pour accroître 

leurs bibliothèques de composés, puis testées par criblage à haut débit (HTS). 

 

La paromomycine est un aminoglycoside possédant une bonne affinité pour le site 

A bactérien et est efficace à faible concentration sur des souches classiques. Ces deux 

arguments font de cette molécule un candidat idéal pour tester de nouvelles modifications 

chimiques. Le choix du groupement fonctionnel ciblé tient compte de la table 4.1 et de la 

structure cristallographique du site A bactérien : le groupement hydroxyle O2’’ du cycle 

Table 4.1 : Localisation des principales modifications chimiques d’aminoglycosides. 
PAROMOMYCINE     

NEOMYCINE

TOBRAMYCINE      

KANAMYCINE

NEAMINE                            

2-DOS

Remplacement [Ding, 2003] N.T N.T

Substitutions
 4' et 6'       

[Simonsen, 2002]

Remplacement N.T N.T N.T

Dimérisation N.T N.T

O4                               

[Liu, 2004]                    
O5   O6                  

[Agnelli, 2004]              
[Liang, 2005]

Substitutions

 N1            

[Kawaguchi, 1976]    
[Russell, 2003]    

[Hanessian, 2003]   

N1                    

[Hanessian, 2003]           
[Brodersen, 2005]

N1 et O6                  

[Roestamadji, 1998]                  
[Brodersen, 2000]

Remplacement [Hanessian, 2001]
[Li, 2004]           

[Chou, 2004] 
N.T

Couplage

5''                     

[Arya, 2003]       

[Luedtke, 2003]         

[Fridman, 2003]       

[Lee, 2004]        

[Hainrichson, 2005]       

[Fridman, 2005]    

5''                     

[Wang, 1998]         

[Luedtke, 2003]

5''                  

[Luedtke, 2003]

Dimérisation

5''                       

[Michael, 1999]      

[Luedtke, 2003]

5''                       

[Michael, 1999]        

[Luedtke, 2003]

5''                       

[Michael, 1999]        

[Sucheck, 2000]     

[Luedtke, 2003]

Substitutions
O2''               

[Francois, 2004]
N.T N.T

Cycle I

Cycle II

Cycle III
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III n’a pas encore fait l’objet de modifications, et le positionnement de la paromomycine 

(figure 4.5) laisse entrevoir la possibilité d’y greffer des groupements fonctionnels sans 

perturbation majeure du site A.  

Le laboratoire de chimie organique, bioorganique et de chimie médicinale de 

l’université de Montréal dirigé par le professeur Stephen Hanessian 

(http://osiris.corg.umontreal.ca/index.shtml) a synthétisé de nombreux composés exploitant 

la position 2’’ de la paromomycine. Les dérivés présentant l’activité biologique la plus 

intéressante sur des souches d’Escherichia coli nous ont été fournis pour étude structurale. 

La seconde partie de ce chapitre va tout d’abord présenter les essais de cristallisation 

effectués avec ces composés puis les structures et publications associées. 

 

Figure 4.5 : Structure du complexe paromomycine / site A bactérien. Les molécules d’ARN sont 

représentées par leur surface grisée, la paromomycine est colorée en jaune. La position 

O2’’ du cycle III est matérialisée par la flèche verte, la poche de fixation de 

l’antibiotique permet a priori l’ajout de substituants sur le groupement hydroxyle. 
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II Essais de cristallisations 

Les dérivés de paromomycine m’ont été fournis sous forme de poudres jaune-brun 

ou sous la forme d’huiles brunâtres. La première étape a été leur solubilisation dans de 

l’eau milli-Q pour obtenir une solution stock de 30 mM.  

La première série d’essais a porté sur deux composés : JS4-11 et JS4-35 (figure 

4.6) possédant des groupements aminoéther en position 2’’. Les fragments d’ARN utilisés 

sont A3, A3-4 et A3-8 permettant ainsi d’identifier rapidement l’effet de l’empilement 

(voir chapitre 2). Les conditions de cristallisation sont celles employées pour le complexe 

A3 / paromomycine (Vicens and Westhof 2001) étendues à des concentrations de glycérol 

et de MPD un peu plus élevées (table 4.2). Pour les fragments A3-4 et A3- 8, seules trois 

conditions ont été testées (table 4.3). La méthode de cristallisation employée est celle de la 

goutte suspendue (sur boîtes LIMBRO classiques avec lamelles en verre et réservoir MPD 

40 %) composée de 1 µl de complexe paromomycine modifiée / ARN et de 1 µl de 

solution de cristallisation. Après six jours à 37°C, les premiers cristaux apparaissent (table 

4.4) et l’on constate des différences notables entre les complexes. Dans les deux cas, le 

fragment A3-8 n’a généré aucun cristal, l’insertion d’une paire de base dans la partie 

centrale du duplexe semble défavorable à la nucléation, malgré la présence d’un léger 

précipité observé dans la plupart des gouttes, des cristaux ont été obtenus avec les 

fragments A3 et A3-4. Les cristaux du composé JS4-35 ressemblent fortement à ceux 

obtenus avec la tobramycine et la généticine : ce sont de fines plaquettes de très petite 

taille. Par contre, pour le composé JS4-11 (partie supérieure de la table 4.4), les cristaux 

obtenus sont « tridimensionnels » (avec un profil de bipyramide à base carrée entrecoupée 

 
 
Figure 4.6 : Premiers dérivés de paromomycine testés comportant un groupement aminoéther en 2’’ 

du cycle III. A Composé JS4-11. B Composé JS4-35. 
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par deux plaquettes) ; ces cristaux seront appelés « en hélice d’avion ».  

Les essais d’optimisation des cristaux obtenus avec le composé JS4-11 ont testé des 

variations locales des concentrations en MPD et en glycérol, mais n’ont pas permis de 

reproduire les premiers cristaux. Après transfert à 20°C, les cristaux du complexe JS4-

11 / A3-4 sont prélevés puis congelés dans l’éthane liquide après passage 5 minutes dans 

une solution cryoprotectrice contenant 50 % de MPD, 10 % de glycérol et 150 mM de 

KCl. Les cristaux obtenus avec le composé JS4-35, trop petits et fragiles, n’ont pu être 

congelés. 

Le 15 septembre 2003, trois cristaux du complexe JS4-11 / A3-4 ont été testés sur 

la ligne ID14-4 de l’ESRF (Grenoble). Pour l’un d’entre eux, la résolution visible sur le 

détecteur a atteint 2,7 Å et 170 images ont été collectées avec une rotation de 1° entre 

chacune d’elles et un temps d’exposition de 0,6 seconde (longueur d’onde du faisceau : 

0,9999 Å). 

Table 4.2 : Premier screen de cristallisation utilisant le fragment A3.  

MPD (%) 5 4 3,5 2 1,5 1,5 1 1 1

Glycérol (%) 3 2 2 2 2 3 3 4 5
JS4-11 (M)                    
JS4-35 (M)

Na caco pH 6,4 (M)

KCl (M)

0,002

0,05

0,15  

Table 4.3 : Premier screen de cristallisation utilisant les fragments A3-4 et A3-8.  

MPD (%) 3,5 2 2
Glycérol (%) 2 2 4
JS4-11 (M)                    
JS4-35 (M)

Na caco pH 6,4 (M)

KCl (M)

0,002

0,05
0,15  
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Les données synchrotron ont été indexées à l’aide de la suite logicielle HKL2000 

(Otwinowski and Minor 1996) en utilisant les 179 clichés. Le primo groupe d’espace 

proposé par le logiciel est orthorhombique P222 avec les paramètres de maille affinés 

suivants : a= 39,37 ; b= 39,59 ; c= 99,52 et une mosaïcité de 0,8. 

Après mise à l’échelle, sur une plage de résolution (50-2,6 Å), les paramètres de 

maille sont a= 39,186 ; b= 39,155 et c= 99,02 Å avec une complétude moyenne de 99,6 % 

(100 % sur la couche 2,69-2,6) et une mosaïcité de 0,62.  

Les premiers essais de remplacement moléculaire utilisant le programme AMoRe 

(Navaza and Saludjian 1996) et la structure de la paromomycine de Quentin Vicens (PDB : 

1J7T) n’ont cependant donné qu’une très faible corrélation (inférieure à 25 %). 

L’examen plus attentif des fichiers d’indexation a mis en évidence les similitudes 

entre les paramètres a et b de la maille, signifiant que le groupe d’espace est plutôt 

tétragonal de type P422. Des extinctions le long de l’axe 4 et de l’axe 2 ont également été 

révélées. Le choix du groupe d’espace à imposer au logiciel se restreint donc à P41212 ou 

P43212 avec les paramètres de maille suivants : a= 39,17 ; b= 39,17 et c= 99,03 Å. Ce 

groupe d’espace signifie qu’il y a une symétrie parfaite entre les deux sites A d’un même 

Table 4.4 : Résultats des premiers essais de cristallisation des composés JS4-11 et JS4-35. 
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duplexe alors que dans les structures précédentes, un des deux sites était toujours mieux 

défini (Vicens and Westhof 2001; Vicens and Westhof 2002; Vicens and Westhof 2003). 

Le remplacement moléculaire utilisant le groupe d’espace P41212 et la structure de 

la paromomycine permet d’obtenir un facteur de corrélation de 72,5 % et un facteur R de 

43,9 %. 

La matrice de rotation et de translation est appliquée à la chaîne A de la structure de 

la paromomycine (figure 4.7 A) à l’aide de moleman2 (Uppsala factory) et fournit le 

modèle de base qui sera affiné ensuite en utilisant CNS 1.1 (Brunger, Adams et al. 1998). 

Cependant, l’augmentation systématique des facteurs R et Rfree lors des recuits simulés a 

conduit a échanger ce premier modèle pour une moitié de duplexe (figure 4.7 B) qui 

permet au logiciel de tenir compte des paramètres de topologie appliqués aux paires de 

bases. En alternant recuit simulé et construction manuelle de l’ARN dans les cartes de 

densité 2Fo-Fc et Fo-Fc visualisées à l’aide d’O8, le positionnement de l’antibiotique au 

sein du site A devient visible, y compris pour le groupement en 2’’. Les cycles III et IV 

(figure 4.8 A et B) ont une orientation différente de celle observée pour la molécule de 

paromomycine, il y a sans doute eu rotation des liaisons glycosidiques entre les cycle II, III 

et IV. 

Le fichier pdb de la molécule JS4-11 est élaboré à partir de la paromomycine en 

utilisant le logiciel Rasmol 3.2. Les fichiers de paramètres et de topologie ont été calculés 

sur le serveur XDICT (Kleywegt, Henrick et al. 2003; Kleywegt, Harris et al. 2004). Après 

positionnement de l’antibiotique dans le site A, les facteurs d’agitation thermique sont 

affinés pour la molécule d’ARN et pour les deux molécules de paromomycine modifiée. 

 
Figure 4.7 : Modèles utilisés pour l’affinement de la structure du complexes JS4-11 / site A. 
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Cependant les dernières cartes Fo-Fc et 2Fo-Fc ne comportent plus de densité pour la 

partie aminoéther de JS4-11. De plus le logiciel ne parvient pas à positionner les molécules 

de solvant dans la structure.  

Le traitement est suspendu à cette étape avec des facteurs R = 23,5 % et 

Rfree = 28,9 %. 

Parallèlement à cet affinement, une nouvelle série de paromomycines modifiées en 

2’’ nous est envoyée en janvier 2004. Les deux composés JS5-38 et JS5-39 (figure 4.9) 

 
Figure 4.8 : Premières cartes de densité pour la molécule JS4-11. Carte 2Fo-Fc en bleu, carte Fo-Fc 

en rouge. A Les quatre cycles de la molécule sont bien visibles dans les deux cartes de 

densité. (Fo-Fc contourée à 3,4 σ et 2Fo-Fc à 1,3 σ) B Apparition de la densité pour la 

chaîne en 2’’ (Fo-Fc contourée à 3 σ et 2Fo-Fc à 1,5 σ). 

 

 
Figure 4.9 : Seconde série de dérivés de paromomycine testés : composé JS5-38 (A) et JS5-39 (B). 



 174 

possèdent un groupement de type aminoéther pyridyle.  

Les essais de cristallisation utilisent à nouveau trois fragments d’ARN (A3 ; A3-4 

et A3-8), et un crible de cristallisation restreint aux conditions qui avaient donné de bons 

résultats dans le cas de JS4-11 et JS4-35 (table 4.5). La méthode de cristallisation par 

goutte suspendue se fait dans des boîtes NEXTAL® (www.nextalbiotech.com) dont les 

lamelles de plastique comportent 6 cupules. 

Les premiers cristaux sont apparus après 6 jours à 37°C et la boîte a été transférée à 

20°C après 6 jours de croissance cristalline. Le comportement des différents complexes 

varie à nouveau selon le composé et selon le fragment d’ARN utilisé (table 4.6). Le 

composé JS5-38 ne cristallise (sous forme de plaquettes) que complexé au fragment A3-4 

tandis que le composé JS5-39 cristallise (sous forme d’hélices d’avion) lorsqu’il est 

complexé au fragment A3. Les résultats de ces essais sont consignés dans la table 4.7. 

Après transfert à 20°C, les cristaux du complexe JS5-39 / A3 sont prélevés puis 

congelés dans l’éthane liquide après passage 5 minutes dans une solution cryoprotectrice 

contenant 30 % de MPD, 5 % de glycérol et 200 mM de KCl.  

Les cristaux très fragiles obtenus avec le composé JS5-38 se sont systématiquement 

fissurés lors du trempage rendant leur congélation vaine. Pour contourner ce problème de 

fragilité, une expérience de trempage a été menée : des cristaux du complexe JS5-39 sont 

mis à tremper pendant 4 heures dans une solution contenant 5 mM du composé JS5-38. 

L’aspect des cristaux n’ayant pas été modifié, la première solution est échangée contre une 

Table 4.5 : Screen de cristallisation appliqué aux fragments A3, A3-4 et A3-8. 

MPD (%) 3,5 2,5 1,5 2 2 1

Glycérol (%) 2 1 1 2 4 5
JS5-38 (M)                    
JS5-39 (M)
Na caco pH 6,4 (M)

KCl (M)

0,002

0,05
0,15  

Table 4.6 : Comportement des différents complexes lors de la deuxième série de cristallisations. 

JS5-38

JS5-39

gouttes 
claires

Précipité

gouttes 
claires

Cristaux

Cristaux

Précipité

A3 A3-4 A3-8

 



 175 

solution contenant 10 mM de JS5-38 et le trempage se poursuit pendant 12 heures. Si les 

cristaux ne semblent a priori pas avoir été altérés, leur manipulation induit cependant un 

grand nombre de fissures et plans de cassures. 

Le 13 février 2004, huit cristaux du complexe JS5-39 / A3 ont été testés sur la ligne 

ID14-2 de l’ESRF (Grenoble). Pour l’un d’entre eux, la résolution visible sur le détecteur a 

atteint 2,5 Å et 330 images ont été collectées avec une rotation de 1° entre chacune d’elles 

et un temps d’exposition de 5 secondes (longueur d’onde du faisceau : 0,933 Å). 

Les données synchrotron ont été indexées à l’aide de la suite logicielle HKL2000 

(Otwinowski and Minor 1996) en utilisant 270 clichés. Le primo groupe d’espace proposé 

est un tétragonal P4 avec les paramètres de maille affinés suivants : a= 39,23 ; b= 39,23 ; 

c= 99,33 et une mosaïcité de 0,88. 

Après mise à l’échelle, sur une plage de résolution 50-2,63 Å, le groupe d’espace 

est P41212  avec ces paramètres de maille : a= 39,14 ; b= 39,14 ; c= 99,14. La complétude 

moyenne est de 98,2 % (100 % sur la couche 2,72-2,62) et la mosaïcité est de 0,86.  

Les essais de remplacement moléculaire utilisant le programme AMoRe (Navaza 

and Saludjian 1996) et la structure du complexe JS4-11 / A3-4 sur le domaine de 

Table 4.7 : Résultats des essais de cristallisation des composés JS5-38 et JS5-39. 
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résolution 10,5-3,0 Å donnent une solution avec un facteur de corrélation de 85,4 % et un 

facteur R égal à 30,9 %. 

La matrice de rotation et de translation est appliquée au demi-duplexe (figure 4.7 

B) à l’aide de moleman2 et fournit le modèle de base qui sera affiné ensuite en utilisant 

CNS (Brunger, Adams et al. 1998). En alternant recuit simulé et construction manuelle de 

l’ARN dans les cartes de densité 2Fo-Fc et Fo-Fc visualisées à l’aide d’O8, le 

positionnement de l’antibiotique au sein du site A devient visible. Cependant, tout comme 

pour le précédent complexe, le positionnement des molécules d’eau et du groupement en 

2’’ est impossible et le facteur Rfree reste élevé (30,4 %).  

Après discussion avec le professeur Shing HO (en séjour sabbatique au 

laboratoire), l’hypothèse d’un mauvais groupe d’espace est avancée : si les deux sites ont 

une structure très proche cela peut induire une pseudo symétrie interne et une 

augmentation de la symétrie du cristal. Pour faciliter l’affinement, il suffit de 

« redescendre » en symétrie et passer au groupe d’espace P41, ce qui signifie utiliser le 

duplexe entier dans les essais de remplacement moléculaire et pour l’affinement.  

Le jeu de données du complexe JS5-39 / A3 est donc repris dans HKL2000 pour 

une mise à l’échelle dans le groupe d’espace P41. Un modèle de duplexe est généré en 

additionnant deux demi-duplexes obtenus par symétrie en P41212 et le logiciel AMoRe 

fournit deux solutions équivalentes sur l’intervalle de résolution 15,0-3,5 Å avec un facteur 

de corrélation de 73,3 % et un facteur R égal à 36,1 %. Une des deux matrices est 

appliquée au modèle et l’affinement est commencé. Le positionnement des deux molécules 

JS5-39 est difficile, elles sont donc scindées en deux parties : la partie paromamine et les 

cycles III-IV avec le groupement en 2’’. Le calcul des cartes par omission (omit-map) 

portant sur ces deux résidus produit deux cartes dans lesquelles le groupement en 2’’ 

pointe vers le sillon et non plus vers l’adénine A1408. De plus, l’orientation des cycles III 

et IV qui est différente de celle observée avec la paromomycine classique, nécessite une 

modification du plissement du sucre constituant le cycle III. Ce dernier passe d’une 

conformation C2’’ endo à une conformation C3’’ endo. Le composé est reconstruit 

progressivement dans la densité électronique, les facteurs d’agitation thermique sont 

affinés puis 44 molécules de solvant sont enfin ajoutées. 

Les problèmes rencontrés lors de l’affinement du complexe JS4-11 / A3-4 étant 

semblables, le jeu de données synchrotron est à nouveau indexé en P41. L’utilisation de  

paramètres pour le remplacement moléculaire identiques à ceux utilisés pour JS5-39 
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conduisent à deux solutions jumelles avec un facteur de corrélation de 71,1 % et facteur R 

de 42,9 %. L’affinement de la structure est rapide car la matrice de rotation-translation est 

appliquée au dernier fichier pdb du complexe JS5-39 précédemment affiné. L’orientation 

des deux paromomycines modifiées est identique (même modification du plissement du 

cycle III, même orientation du groupement en 2’’). Après positionnement des molécules 

dans leur densité et optimisation des facteurs d’agitation thermique, 62 molécules de 

solvant sont ajoutées et affinées. 

 

Des essais ultérieurs permettront d’obtenir des cristaux du complexe JS5-38 / A3-4 

suffisamment solides pour êtres congelés et testés sur ligne synchrotron. Seuls quelques 

clichés ont pu être enregistrés avant que le cristal ne se détériore, leur indexation a donné 

les paramètres suivants : résolution 2,6 Å, groupe d’espace orthorhombique P222 avec 

a= 33,24 ; b= 45,66 et c= 93,49 Å.  

 

 

III Publication 5 : structures tridimensionnelles des 

complexes site A / JS4-11 et JS5-39.  

Les deux structures de JS4-11 et JS5-39 mentionnées précédemment ont fait l’objet 

d’une publication en décembre 2004 (Francois, Szychowski et al. 2004) 5.  

Cette publication décrit la synthèse chimique puis commente les structures 

cristallographiques des deux composés en s’attardant principalement sur les différences 

observées par rapport à la paromomycine classique. Dans cet article, le composé JS4-11 

est mentionné sous le numéro 9 et le composé JS5-39 sous le numéro 10. 

Plusieurs figures complémentaires à la publication ont été rajoutées en annexe. 

 

 
                                                

5 Antibacterial Aminoglycosides with a Modified Mode of Binding to the Ribosomal-RNA 

Decoding Site. Boris Francois, Janek Szychowski, Susanta Sekhar Adhikari, Kandasamy 

Pachamuthu, Eric E. Swayze, Richard H. Griffey, Michael T. Migawa, Eric Westhof and Stephen 

Hanessian. Angewandte Chemie International Edition. Pub Date: 12, 2004. 
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Données supplémentaires concernant les structures JS4-11 et JS5-39. 

La figure 4.10 met en évidence la superposition des cycles I et II à l’intérieur du 

site A minimal et la conservation des interactions avec les adénines A1492 et A1493. 

L’ensemble des contacts directs et indirects observés au sein des deux structures 

cristallographiques sont présentés dans la figure 4.11. 

 

 

 

 
Figure 4.10 : Vue stéréographique des molécules de paromomycine (en jaune) et JS5-39 (en cyan) 

superposées dans le site A de la paromomycine. 
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Figure 4.11 : Contacts moléculaires entre les molécules JS4-11 (A), JS5-39 (B) et l’ARN du site A.  

Les molécules d’eau sont représentées par la lettre W, les liaisons hydrogène par les 

lignes en pointillés.  
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IV  Poursuite des essais de cristallisation 

De nouvelles séries de composés (figures 4.12 et 4.13) ont été synthétisées afin de 

tester six éléments de l’interaction aminoglycoside / ARN : 

o  De nouvelles substitutions en 2’’ du cycle III (figure 4.12 A - C). 

o  Des modifications en position 6 du cycle 2-DOS (figure 4.12 D - H). 

o  Les déshydroxylations des positions 3’ et / ou 4’ du cycle I avec ou sans 

modification de la position 2’’ (figure 4.12 I - L). 

o  La suppression du cycle IV combiné à la modification de la position 2’’ 

(figure 4.13 M et N). 

o  L’ajout du groupement HABA en position 1 du cycle 2-DOS (figure 4.13 O) 

avec modification de la position 2’’ (figure 4.13 P) et la déshydroxylation des 

positions 3’ et 4’ du cycle I (figure 4.13 Q). 

o  La modification de la position 6’’’ du cycle IV (figure 4.13 R). 

 

Préparation des solutions stocks et des complexes aminoglycosides / ARN 

Les solutions stocks (30 mM dans l’eau) des composés JS5-102 et JS5-103 ont 

présenté des particules en suspension nécessitant l’utilisation de micro-filtres Nalgène® 

0,22 µm afin d’éliminer ces dernières, l’impact sur la concentration effective 

d’aminoglycosides en solution n’a pu être quantifié.  

D’autres problèmes sont apparus lors de la préparation des complexes 

aminoglycosides / ARN à 37°C : un précipité blanc s’est formé en présence des composés 

PM-II-51, PM-180, JS5-71, JS6-136 lors de la complexation avec le fragment d’ARN A3. 

Un passage au vortex suivi d’une agitation énergique à l’aide du pipetman ont permis de 

dissiper partiellement ce précipité. Un phénomène de surconcentration locale pourrait 

expliquer ce phénomène : lors de l’ajout d’antibiotique, un choc osmotique dû aux 

nombreux sels présents (issus de la synthèse chimique) provoque une précipitation de 

l’ARN. La seconde explication de ces précipitations impliquerait une fixation non 

spécifique des paromomycines modifiées sur les molécules d’ARN. 
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Figure 4.12 : Autres dérivés de paromomycine testés. A-C : substitutions en 2’’ (en rouge), D-

H : substitutions en position 6 (en vert), I-J : déshydroxylation du cycle I, K-L : 

substitutions en 2’’ (en rouge) et déshydroxylations du cycle I.  
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Pour contrôler au mieux la composition des solutions stocks, un protocole de 

bonnes pratiques de fabrication (BPF) a été mis en place avec nos collaborateurs : les 

composés seront désormais systématiquement purifiés par HPLC afin d’éliminer les sels et 

autres impuretés apportées lors de la synthèse. Malgré cette étape de purification, des ions 

acétates demeurent liés aux paromomycines modifiées et sont mentionnées comme contre-

ions sur les figures 4.12 et 4.13.  

 
Figure 4.13 : Autres dérivés de paromomycine testés. M-N : substitutions en 2’’ (en rouge) et 

suppression du cycle IV, O : substitution en position 1 (en bleu), P : substitution en 

position 1 (en bleu) et en position 2’’ (en rouge), Q : substitution en position 1 (en bleu) 

et en position 2’’ (en rouge) et déshydroxylation du cycle I, R : substitutions en 6’’’ (en 

violet). 

 
 
PM-II-162 
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Cristallogenese des complexes ARN-aminoglycosides 

Lors des essais précédents, le fragment d’ARN A3-8 n’a pas permis d’obtenir de 

cristaux, et donc, afin de minimiser la consommation de solutions stocks 

d’aminoglycosides modifiés et d’ARN, cette séquence n’a pas été testée de manière 

systématique pour les composés suivants. Ces essais ont été effectués à l’aide de séquences 

nouvellement purifiées par HPLC et dessalées (voir chapitre 2).  

Les conditions de cristallisations utilisées dans un premier temps contiennent de 

faibles concentrations en MPD et glycérol (table 4.7 Série A) ; les cristaux de 

paromomycine utilisés comme témoins pour chaque nouveau lot d’ARN ne sont apparus à 

37°C qu’au bout de 10 jours contre 3 jours habituellement. Le degré de pureté supérieur de 

ce lot d’ARN peut expliquer ce décalage dans le temps : la concentration en agent 

précipitant n’est pas suffisante et c’est sans doute la perte progressive de vapeur d’eau à 

37°C (dûe à la porosité du plastique et du joint en silicone) qui permet d’atteindre 

lentement la zone de nucléation. Une seconde série de solutions de cristallisation utilisant 

des concentrations plus élevées en agent précipitant a été préparée (table 4.7 Série B). 

Une grande diversité de comportement entre les différents complexes a été relevée 

comme précédemment (table 4.8). Les lettres désignant les composés sont celles 

employées dans les figures 4.12 et 4.13. Les conditions testées se sont avérées judicieuses 

puisque 23 complexes sur 34 ont cristallisé, deux ont précipité dès leur formation, et les 

autres sont restés parfaitement solubles (gouttes claires).  

Table 4.7 : Conditions de cristallisations utilisées pour tester les nouveaux composés. 

Série A
MPD (%) 1 2 2 1,5 2,5 3,5
Glycérol (%) 5 4 2 1 1 1,5
Dérivés de 
Paromomycine (M)        
Na caco pH 6,4 (M)

KCl (M) 0,2 - 0,3

0,002

0,05

 

Série B
MPD (%) 3,5 4,5 5,5 6,5 8,5 10,5
Glycérol (%) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 2
Dérivés de 
Paromomycine (M)        

Na caco pH 6,4 (M)

KCl (M)

0,050

0,300

0,002

 



 198 

Les travaux de Quentin Vicens ont démontré que les fragments d’ARN ne peuvent 

cristalliser en l’absence d’aminoglycoside naturel au sein du site A. Si l’on étend ce 

postulat aux dérivés de paromomycine testés, les résultats consignés dans la table 4.8 

renseignent sur la spécificité de ces nouvelles molécules pour le site A bactérien.  

L’obtention de gouttes claires a cependant deux explications possibles : soit une 

forte solubilité du complexe qui empêche d’atteindre la zone de nucléation dans les 

conditions testées ou bien l’incapacité du composé à lier le site A. La majorité des 

complexes ont été testés avec la série A puis avec la série B de solutions de cristallisation 

(table 4.7), les résultats obtenus me poussent à croire en la seconde explication.  

 

Table 4.8 : Comportement des différents complexes lors des essais de cristallisation. 

Cristaux

Gouttes 

claires

Cristaux

Cristaux
Gouttes 

claires

Gouttes 

claires

Gouttes 

claires

Sphérulites

Cristaux

R JS7-111

Cristaux Cristaux

Cristaux

Gouttes 

claires

Cristaux

Cristaux

Cristaux

JS5-71

A JS6-136 Cristaux

Précipité

P PM-II-162 Cristaux

E PM-II-108

Cristaux

C SA4-1

B

G-H SA3-147 Sphérulites

PM-II-107F

I PM-II-38

K PM-180

J PM-II-52 Cristaux

M JS5-102

L PM-II-51

Cristaux Cristaux

A3-4

Q PM-II-172

N

O

JS5-103

PM-II-140

Gouttes 

claires

Cristaux

A3Composé

D JS7-93
Gouttes 

claires

Précipité

Gouttes 

claires

Cristaux

Gouttes 

claires

Cristaux

Cristaux

Cristaux
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Les images des cristaux obtenus et leurs conditions expérimentales sont consignées 

dans les tables 4.9 à 4.12. Il faut cependant se garder de faire trop de comparaisons entre 

ces différents aminoglycosides car tous les essais n’ont pas été effectués simultanément et 

malgré tous mes efforts, un certain nombre de paramètres ne peuvent être contrôlés. Les 

seules informations véritablement exploitables concernent le comportement des deux 

fragments ARN A3 et A3-4 avec un même aminoglycoside. A cet effet, les images 

présentées dans ces quatre tables ne présentent pas nécessairement les plus jolis cristaux 

mais autant que possible ceux obtenus dans des conditions expérimentales similaires pour 

A3 et A3.4. 

Après un temps de croissance cristalline qui varie de 6 à 15 jours, les boîtes de 

cristallisations ont été transférées à 20°C. La sélection des complexes à congeler s’est faite 

selon plusieurs critères : sur leur aspect, sur la possibilité de détacher un fragment 

monocristallin à partir d’un amas, sur leur résistance aux conditions cryoprotectrices. Seule 

une petite fraction des cristaux présentés ici ont été testés sur ligne synchrotron. 

Dans un grand nombre de cas, les complexes ne diffractaient que médiocrement 

(très basse résolution uniquement ou cliché de diffraction non-indexable). Ces cristaux 

sont fragiles et se dégradent rapidement lorsqu’exposés au rayonnement surpuissant des 

synchrotrons malgré la présence d’atténuateurs de faisceau ; ainsi, bon nombre 

d’enregistrements ont été stoppés au bout de quelques degrés d’oscillation. 

 

Le 29 janvier 2005, une série d’expériences sur la ligne ID14-4 de l’ESRF 

(Grenoble) a permis de collecter trois jeux de données pour les complexes suivants : 

- PM-II-38 / A3-4 : résolution 2,69 Å 

- PM-II-51 / A3 : résolution 2,79 Å 

- SA4-1 / A3-4 : résolution 2,79 Å 

 

Le 10 juin 2005, un déplacement sur la ligne PX1 du SLS (Villigen) a permis de 

collecter quatre autres jeux de données concernant les complexes suivants : 

-PM-II-162 / A3-4 : résolution 1,8 Å 

-JS7-111 / A3 : résolution 2,2 Å environ 
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- PM-II-107 / A3-4 : résolution 2,9 Å environ 

- PM-II-107 / A3 : résolution 2,9 Å environ. 

Les trois derniers jeux de données n’ont pas encore été résolus faute de temps et 

seront traités ultérieurement par Jiro Kondo et Julia Wirmer-Bartoschek, deux post-

doctorants de l’équipe. 
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Table 4.9 : Résultats des essais de cristallisation des composés présentant une substitution en 2’’. 

 

Table 4.10 : Résultats des essais de cristallisation des composés présentant une substitution en 

position 6 du cycle 2-DOS. 
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Table 4.11 : Résultats des essais de cristallisation des composés avec déshydroxylations du cycle I. 
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Table 4.12 :   Résultats des essais de cristallisation des composés avec modifications en positions 1 du 

cycle II et position 6’’’ du cycle IV. 

 



 204 

V Structures tridimensionnelles de trois nouveaux 

complexes paromomycines modifiées / site A. 

A. Données structurales. 

Les trois enregistrements des complexes PM-II-38, SA4-1 et PM-II-51 ont été 

indexés à l’aide du logiciel d*Trek (Rigaku Crystal Clear ). Une solution de remplacement 

moléculaire a pu être obtenue à l’aide d’AmoRe en utilisant les structures de 

paromomycine (pour PM-II-38 et SA4-1) et de JS5-39 (pour PM-II-51) comme modèles. 

Les fichiers pdb des molécules de paromomycines modifiées ont été créés à l’aide du 

logiciel SPARTAN ’02 (www.wavefun.com) sans minimisation d’énergie. Les fichiers de 

paramètres et de topologie ont été calculés sur XDICT server (Uppsala factory). Les 

statistiques cristallographiques d’enregistrement et d’affinement figurent dans la table 

4.13. 

 

Table 4.13 : Statistiques cristallographiques. 

PM-II-51 PM-II-38 SA4-1

Groupe d'espace P41 P212121 P212121

Paramètres de maille (Å) a = b = 39,2 a = 33,5  b = 45,5 a = 34,0  b = 45,5

c = 99,04 c = 96,05 c = 95,05

Longueur d'onde (Å) 0,9999 0,9999 0,9999
Gamme de résolution utilisée 
pour l'affienement (Å)ª

25 - 2,79                      
(2,89 - 2,79)

48 - 2,69                       
(2,79 - 2,69)

41 - 2,79                   
(2,89 - 2,79)

Nombre de réflections uniques 
utilisées pour l'affinement

3678 4385 3898

Redondance 7,17  (7,50) 6,6  (6,9) 3,4  (3,6)

 I/! moyen ª 6,1 (2,3) 9,1 (1,6) 6,6 (0,9)

Complétude (%)ª 98,4 (100) 99,3 (100) 97,8 (100)

Rsym (%)ª,b  22,8 (47,9)  13,4 (49,8)  12,5 (48,5)

RMSD pour les liaisons (Å) 0,004 0,007 0,009

RMSD pour les angles (°) 0,57 1,27 1,12

Facteur B moyen (Å2) 58,8 53,2 71,2

Facteur  R (%)c 21,87 24,26 26,12

Facteur Rfree (%)d 27,05 27,96 29,91

ª les valeurs pour la dernière couche de résolution sont données entre parenthèses.

b Rsym = ! |I-<I>| / !<I>, ou I est l'intensité mesurée pour chaque réflections et <I> l'intensité
moyennée de plusieurs observations liées par des opérations de symétrie.

c Facteur R = ! ||Fo| - |Fc|| / !|Fo|

d Facteur R calculé en omettant 10% des réflections lors de l'affinement.  
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Les figures 4.14, 4.15 et 4.16 présentent la conformation des trois dérivés de 

paromomycine et l’ensemble des contacts qu’ils établissent directement ou via des 

molécules d’eau avec l’ARN au sein du complexe.  

 

PM-II-38 

 

Le composé PM-II-38 ne diffère de la paromomycine que par une déshydroxylation 

du cycle I en position 4’. Les paramètres de maille (table 4.13) sont identiques à ceux 

observés pour le complexe avec la paromomycine. Malgré la perte de la liaison hydrogène 

entre l’hydroxyle O4’ et le groupement O2P de l’adénine A1493, le positionnement du 

cycle I n’est pas modifié et la pseudo paire de base avec l’adénine A1408 n’est pas altérée 

(figure 4.14 A et E). La superposition de l’ARN du site A le mieux défini avec celui issu 

de la structure de la paromomycine classique (pdb : 1J7T) donne un RMSD de 0,25 Å, les 

deux complexes peuvent être considérés comme isomorphes. Il n’y a cependant plus de 

liaison hydrogène directe entre le cycle IV et l’ARN mais celles-ci se font via des 

molécules d’eau (figure 4.14 A, B et C). 

Cette structure ne présente aucune modification de la conformation de 

l’antibiotique et tend donc à prouver que le groupement hydroxyle en position 4’ n’est pas 

indispensable au positionnement du cycle I. Cependant, la diminution du nombre de 

contacts directs entre PM-II-38 (de 12 à 9 par rapport à la paromomycine) sans 

augmentation du nombre de contacts indirects se traduit par une valeur de Kd plus élevée 

(de 0,15 à 0,63 µM) et une diminution de l’activité biologique sur des souches d’E. coli et 

de S. aureus (augmentation des MIC par un facteur 5). 
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PM-II-51 

Ce dérivé de paromomycine permet de tester simultanément une double 

déshydroxylation du cycle I en 3’ et 4’ ainsi qu’une substitution de la position 2’’. Les 

 

Figure 4.14 : Structure du complexe PM-II-38 / A3-4. A Conformation de l’aminoglycoside au sein 

du site A le mieux défini. Les molécules d’eau sont représentées par la lettre W et les 

liaisons hydrogène par des lignes en pointillés. B-F : Interaction de PM-II-38 avec les 

paires de bases constitutives du site A. Les molécules d’eau sont représentées par des 

sphères rouges. 
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paramètres de maille du complexe sont identiques à ceux obtenus pour les composés JS4-

11 et JS5-39 (table 4.13), et la superposition des ARN constituant les sites A les mieux 

définis donne des valeurs de RMSD de 0,22 et 0,21 Å respectivement. Cependant le 

caractère isomorphe des ARN constituant les sites A ne s’applique pas aux trois 

aminoglycosides : le dérivé PM-II-51 présente un réseau d’interaction avec l’ARN 

sensiblement différent de celui présent dans les deux autres complexes (figure 4.15).  

Les déshydroxylations des positions 3’et 4’ se traduisent par la perte des contacts 

directs avec les groupements O2P de l’adénine A1493 et O2P de l’adénine A1492 (figure 

4.15 A). Cette perte est compensée par un réseau de deux molécules d’eau qui permet 

d’établir un lien entre l’ammonium N2’ et les positions O1P de l’adénine A1493 et O2P de 

l’adénine A1492 (figure 4.15 A). Le positionnement du cycle I est modifié et la pseudo-

paire de base avec l’adénine A1408, jusqu’alors retrouvée dans toutes les structures sous la 

forme de deux liaisons hydrogène (O5’ – N6 A1408 et O6’ – N1A1408), est réduite à la 

seule liaison O6’ – N1 A1408 (figure 4.15 A et E).  

La substitution en position 2’’ du cycle III induit un changement dans la 

conformation de l’aminoglycoside similaire à celui observé pour les composés JS4-11 et 

JS5-39 : la rotation de 40° de la liaison entre cycle II et III ainsi que le changement de 

plissement du cycle III (qui passe de C2’’ -endo à C3’’ -endo) conduisent à une rotation de 

90° du cycle IV. Le positionnement de ce dernier permet au dérivé PM-II-51 d’établir une 

liaison hydrogène supplémentaire avec la guanine G1489 par l’intermédiaire d’une 

molécule d’eau. L’aminoglycoside n’établit plus que 10 contacts directs avec l’ARN et 6 

contacts indirects (contre respectivement 12 et 4 pour la paromomycine). 

Les trois modifications sur la présente molécule et la perte de deux liaisons directes 

avec l’ARN se traduisent in vitro par une augmentation du Kd au niveau de l’ARN 16S (de 

0,15 à 0,43 µM). Le comportement in vivo est plus difficile à interpréter : la valeur de MIC 

augmente d’un facteur supérieur à 16 chez E. coli tandis qu’elle n’est pratiquement pas 

modifiée chez S. aureus (souche MRSA). Ces résultats laissent à penser que l’interaction 

du composé PM-II-51 avec le ribosome diffère chez les deux espèces mais les données 

biologiques disponibles pour le moment ne permettent pas de se prononcer sur l’existence 

d’un autre site de fixation chez S. aureus (souche MRSA) (sur l’ARN ou lors de l’entrée 

dans la cellule). 
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Figure 4.15 : Contacts moléculaires au sein du complexe PM-II-51 / A3-4. A Conformation de 

l’aminoglycoside au sein du site A le mieux défini. Les molécules d’eau sont 

représentées par la lettre W et les liaisons hydrogène par des lignes en pointillés. B-

F : Interaction de SA4-1 avec les paires de bases constitutives du site A. Les molécules 

d’eau sont représentées par des sphères rouges. 
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SA4-1 

Le composé SA4-1 diffère de la paromomycine par une substitution en position 2’’ 

et rejoint ainsi la classe des composés JS4-11 et JS5-39. Les trois précédents dérivés 

comportant une substitution « encombrante » en 2’’ du cycle III ont cristallisé dans le 

groupe d’espace tétragonal P41 alors que SA4-1 conserve un groupe d’espace 

orthorhombique P212121 et des paramètres voisins de ceux de la paromomycine. La 

superposition des ARN constitutifs des sites A les mieux définis fournit des valeurs de 

RMSD légèrement inférieures pour la paromomycine et PM-II-38 (groupe d’espace 

orthorhombique) que pour JS4-11, JS5-39 et PM-II-51 (groupe d’espace tétragonal). 

L’examen des contacts entre SA4-1 et l’ARN du site A (figure 4.16 A) montre que la 

partie paromamine de SA4-1 établit les contacts avec les trois adénines non appariées que 

l’on retrouve dans toutes les structures cristallographiques (chapitre 3). Comme 

précédemment observé, le changement de conformation du cycle III et la rotation de la 

liaison cycle II – cycle III induisent une rotation globale du cycle IV de 90°. Le 

groupement hydroxyle O5’’ a pivoté de 90° (par rapport aux autres dérivés de la même 

classe) et pointe vers la guanine G1491 avec laquelle il établit deux liaisons hydrogène 

directes (figure 4.16 A et F). Le groupement substitutif en 2’’ se distingue des autres par 

une fonction amine primaire en position meta du cycle aromatique, et établit par son 

intermédiaire deux liaisons hydrogène avec le squelette phosphate de l’ARN en O2P de 

G1491 et O1P de U1490 (figure 4.16 A et F). Le groupement N7’’ contacte le O2P de la 

guanine G1405 par l’intermédiaire d’un réseau de deux molécules d’eau (figure 4.16 A et 

B). Le composé SA4-1 établit au total 15 contacts directs avec l’ARN du site A et trois 

contacts indirects via des molécules d’eau (observées à 2,79 Å de résolution), son affinité 

pour l’ARN 16S est sept fois meilleure que la paromomycine (Kd = 0,02 µM). Les essais 

in vitro indiquent une efficacité similaire à celle du composé PM-II-51 : une forte 

augmentation de la valeur du MIC chez E. coli (entre 10 et 20 fois) et une efficacité 

constante chez S. aureus (souche MRSA) par rapport à la paromomycine.  
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Figure 4.16 : Contacts moléculaires au sein du complexe SA4-1 / A3-4. A Conformation de 

l’aminoglycoside au sein du site A le mieux défini. Les molécules d’eau sont 

représentées par la lettre W et les liaisons hydrogène par des lignes en pointillés. B-

F : Interaction de SA4-1 avec les paires de bases constitutives du site A. Les molécules 

d’eau sont représentées par des sphères rouges. 
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B. Superposition des différents aminoglycosides 

modifiés. 

La superposition du site A le mieux défini pour chacune des structures résolues 

ainsi que le calcul de RMSD ont été effectués à l’aide du logiciel SPDBV. La table 4.14 

présente les valeurs de RMSD obtenues pour l’ensemble de la double hélice d’ARN 

(898 atomes) et pour les seules molécules d’ARN constitutives du site A minimal le mieux 

défini (277 atomes). 

Toutes ces structures présentent des valeurs de RMSD inférieures à 0,8 Å pour la 

superposition de leur site A le mieux défini. Les similitudes les plus fortes étant retrouvées 

d’une part entre JS4-11, JS5-39 et PM-II-51, et d’autre part entre la paromomycine et PM-

II-38. Le composé SA4-1 ne peut être rattaché à aucun de ces deux groupes en se basant 

sur les seules RMSD.  

La figure 4.17 présente tout d’abord les sites A les mieux définis (A) puis la 

superposition de chaque paire de base constitutive de ce site A (B-F). Ces superpositions 

mettent en évidence les points communs et les changements conformationels liés aux 

modifications chimiques. 

o Maintien de la conformation des cycles I et II (partie paromamine) des cinq 

dérivés malgré les déshydroxylations des positions 3’ et 4’ (figure 4.17 B-F). 

o Conservation de l’orientation des adénines A1492 et A1493 à l’extérieur de 

Table 4.14 : Valeurs de RMSD obtenues par superposition des ARN de la double hélice (partie 

inférieure gauche) et par superposition des ARN du site A minimal le mieux défini 

(partie supérieure droite). 

Paromomycine 0,75 0,78 0,25 0,76 0,49

JS4-11 1.26 0,14 0,78 0,22 0,54

JS5-39 1.27 0,15 0,80 0,21 0,57

PM-II-38 0.29 1,14 1,16 0,79 0,48

PM-II-51 1,30 0,34 0,34 1,16 0,56

SA4-1 0,61 1,10 1,11 0,52 1,14

Paromomycine JS4-11 JS5-39 PM-II-38 PM-II-51 SA4-1
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l’hélice.  

o Conservation des paires C1496-G1405, G1494-C1407 et G1491-C1409 (figure 

4.17 B,D et F).  

Modifications liées aux substitutions en 2’’ :  

o Changement de plissement du cycle III  et rotation du cycle IV de 90° (visible 

en A et D). 

o Placement des groupements substitutifs dans le sillon de l’hélice d’ARN en 

interaction avec les groupements phosphate. 

o Réorientation de la paire U1495oU1406 qui adopte une configuration classique 

à deux liaisons hydrogène O4 – N3 et N3 – O2. 

Les observations rapportées pour les composés JS4-11, JS5-39, PM-II-51 et SA4-1 

mettent en évidence un certain nombre de caractéristiques communes qui peuvent servir de 

base structurale pour la conception de nouveaux aminoglycosides comportant un 

groupement additionnel en 2’’. Le maintien de la conformation de la paromamine au 

travers de ces six structures rejoint les conclusions formulées pour les aminoglycosides 

naturels soulignant l’importance des cycles I et II dans l’interaction 

aminoglycosides / site A. 
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Figure 4.17 : Superpositions des dérivés de paromomycine avec l’aminoglycoside naturel (PDB 

1J7T). Le code couleur est le même pour toutes les superpositions. A Site A minimal le 

mieux défini pour chaque complexe. B-F Superpositions des différentes paires de bases 

constitutives du site A minimal. Les cycles I et II des aminoglycosides sont mis en 

évidence par des sphères et des liaisons épaisses. 
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C. Interactions moléculaires des différents 

aminoglycosides modifiés avec le site A bactérien. 

 
Les résolutions des différents complexes cristallisés (aminoglycosides modifiés et 

paromomycine) se situent dans une gamme allant de 2,54 à 2,79 Å ; il est donc possible de 

comparer les intéractions moléculaires entre ces composés et l’ARN du site A bactérien. 

Le nombre de contacts (directs et indirects) aminoglycosides / site A a été relevé 

dans chaque structure (table 4.15) puis comparé à la valeur de Kd mesurée pour ces 

complexes. La représentation graphique du Kd en fonction du nombre de contacts directs 

entre l’aminoglycoside et l’ARN (figure 4.18 courbe bleue) met en évidence une 

corrélation négative entre ces deux variables (le coefficiant de corrélation est de - 0,93). 

Cela signifie que la conséquence directe de l’augmentation du nombre de contacts directs, 

entre l’aminoglycoside et son site de fixation, est l’amélioration de la stabilité du 

complexe. 

Quelle est l’influence de la partie paromamine ou des cycles III et IV sur les 

Kd mesurés ? Les taux de corrélation obtenus pour la partie paromamine (cycles I et II) 

ainsi que pour les cycles III et IV sont de - 0,7. Cette moindre corrélation peut s’expliquer 

par les différences observées dans la répartition des liaisons directes dans les six structures 

(en particulier lorsqu’il y a deshydroxylation du cycle I).  

Les charges ont-elles un effet sur l’affinité des aminoglycosides modifiés ? Si l’on 

considère qu’à pH physiologique, toutes les fonctions amines sont protonées, la 

comparaison entre le nombre de charges positives et le Kd mesuré pour chaque 

aminoglycoside conduit à une corrélation de - 0,6. Cette valeur correspond à une 

corrélation moyenne, l’effet n’est pas significatif et peut s’expliquer par le fait que les 

groupements additionnels comportent de un à trois ammoniums sans établir de contacts 

directs alors que ce sont ces derniers qui augmentent l’affinité. 
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Table 4.15 : Présentation du nombre de liaisons hydrogène directes ou médiées par des molécules 

d’eau, ainsi que des valeurs de Kd et de MIC50 pour chaque molécule de paromomycine 

modifiée. 

16 S

directs indirects kd (!M) E. Coli S. Aureus

Paromomycine 12 5 0,15 2,5 - 05 1,2 - 2,5

JS4-11 11 10 0,37 25 - 50 03 - 06

JS5-39 12 5 0,13 12 - 25 < 1,5

PM-II-38 9 5 0,63 20 - 40 05 - 10

PM-II- 51 10 6 0,43 > 40 01 - 03

SA4-1 15 3 0,02 06 - 12 0,6 - 01

MIC (!M)Contacts

 
 

 
Figure 4.18 : Courbe de corrélation entre le nombre de contacts directs aminoglycoside / ARN (en 

abcisses) et valeur du Kd en µM associée (en ordonnée). 
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CHAPITRE 5 

 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
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Chapitre 5 Conclusions et perspectives 

 

 

 

Ce travail de thèse a porté sur l'étude par cristallographie aux rayons X de 

fragments d'ARN incorporant le site A de l'ARNr 16S bactérien, complexés à des 

antibiotiques appartenant à la classe des aminoglycosides. Trois orientations principales 

ressortent des ces travaux : (1) un aspect méthodologique au travers de l'optimisation de la 

cristallisation de complexes aminoglycosides / ARN, (2) la finalisation de l'étude 

structurale de complexes d'aminoglycosides naturels avec l'interprétation des données 

recueillies, et (3) la résolution de cinq dérivés de paromomycine complexés au site A 

bactérien qui ouvre vers la conception de nouveaux antibiotiques. 

 

Optimisation des procédures de cristallisation et de purification 

Des fragments d'ARN incorporant le motif minimal du site A bactérien ou du site A 

mitochondrial humain conçus par Quentin Vicens ont permis d’obtenir les trois premiers 

complexes avec la paromomycine, la généticine et la tobramycine. Les essais de 

cristallisation, réalisés dans le cadre de cette thèse, ont montré l'influence de deux 

paramètres testés au travers des différents fragments : la nature de l'extrémité 5' et la 

longueur (variable selon le nombre de plateaux de bases insérés dans la partie centrale de 

l'hélice d'ARN).  

Pour chaque aminoglycoside testé, l'aspect des cristaux obtenus a été modifié selon 

que le fragment porte une extrémité C5' ou UU5' ; il n'a jamais été possible de prédire a 

priori quel environnement serait le plus favorable à la stabilisation de l'empilement 

cristallin. Le protocole mis en place pour la cristallisation de nouveaux complexes 

aminoglycosides / site A a permis d’explorer l'influence de ce paramètre au travers des 

séquences A3 et A3-4. 

L'impact de la longueur séparant les deux sites A d'un duplexe n'a été vérifié qu'en 

deuxième recourt et de ce fait présente un moindre retour sur expérience. Les cristaux de 
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complexes obtenus à ce jour avec des fragments présentant une insertion ou une délétion 

de plateaux de bases dans la partie centrale n'ont pas permis la résolution de structure ; 

cependant ces changements induisent sans doute une modification du positionnement d'un 

site A par rapport à l'autre et leur interaction avec les molécules symétriques. Des travaux 

ultérieurs seront réalisés afin de confirmer cette hypothèse et tester l'incidence de telles 

modifications sur la nature de l'empilement cristallin. 

La pureté requise pour les expériences de cristallographie est très élevée et a fait 

l'objet de plusieurs optimisations successives. L'influence des extrémités 5' sur la 

cristallisation impose la séparation précise des fragments d'ARN synthétisés chimiquement 

afin d'éviter toute « pollution » du milieu par des oligoribonucléotides tronqués ; la 

séparation par HPLC en milieu dénaturant répond à cet impératif. De même, le contrôle de 

la nature et de la concentration des sels présents dans les solutions de cristallisation 

nécessite le dessalage des ARN après l'étape de purification. Après ces deux étapes, les 

rendements finaux de purification avoisinent les 40 - 45 % pour un degré de pureté 

optimal. La qualité des ligands testés est aussi importante que celle de l'ARN, leur 

purification par HPLC à l'issue de la synthèse réduit considérablement les problèmes de 

formation de précipités.  

 

Le protocole de criblage des conditions de cristallisation, associé à l'optimisation 

des étapes de purification, a permis d'obtenir des cristaux de complexes aminoglycosides 

modifiés / site A dans près de 67 % des cas. Ces améliorations techniques ont ainsi rendu 

possible la comparaison raisonnée du comportement des différents aminoglycosides en 

présence du site A bactérien. Les composés qui n'ont pas donné de cristaux dans les 

premières conditions feront l'objet de nouveaux essais utilisant d'autres fragments d'ARN 

(notamment pour tester l'effet de la longueur de la section centrale).  

 

Etude de complexes aminoglycosides naturels / site A bactérien 

Y a t-il une règle générale qui régit les interactions entre les aminoglycosides et 

l'ARN du site A bactérien ? Peut-on étendre les hypothèses formulées à partir des 

observations des structures de la paromomycine, de la tobramycine et de la généticine ? La 

diversité structurale des aminoglycosides (nombre de cycles variables, nature des 
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groupements fonctionnalisants) ne permet pas de répondre à ces questions a priori. La 

résolution des structures cristallographiques de six nouveaux complexes aminoglycosides 

naturels / site A bactérien (néamine, gentamicine C1a, kanamycine A, ribostamycine, 

lividomycine A et néomycine B) a permis de compléter les données existantes et 

d'examiner de manière approfondie les modes d'interactions des différentes sous-classes 

d'aminoglycosides avec leur site de fixation. Trois faits importants ont été ainsi notés :  

(a) La comparaison des neuf structures cristallographiques d'aminoglycosides (à des 

résolutions allant de 2,2 à 2,8 Å), a clairement mis en évidence l'existence d'un mode 

d'interaction commun aux différentes sous-classes 4,5-2-DOS et 4,6-2-DOS. Tous les 

sites A ont présenté une conformation similaire combinant l'intercalation du cycle I 

sur la guanine G1491 et la formation d'une pseudo-paire de base entre ce même cycle 

et l'adénine A1408. La présence de groupements hydroxyles en 3' et 4' du cycle I 

ajoute deux contacts supplémentaires avec les adénines A1492 et A1493. Le cycle II 

(2-DOS) a conservé quatre liaisons hydrogène avec l'uridine U1495, la guanine 

G1494 et l'adénine A1493. L'ancrage des aminoglycosides au sein du site A bactérien 

repose essentiellement sur la partie néamine (cycles I et II) et est stabilisé par six à 

huit liaisons hydrogène. 

(b) Les aminoglycosides présentent une grande diversité structurale et le nombre de 

cycles additionnels (de un à trois) influe directement sur le nombre de contacts qu'ils 

sont susceptibles d'établir avec l'ARN du site A. Il est à noter que ces liaisons 

hydrogène sont souvent médiées par des molécules d'eau. La superposition des 

aminoglycosides liés au site A a révélé une étonnante conservation de leur 

conformation (valeur de RMSD inférieure à 0,5 Å) : l'ajout de cycles supplémentaires 

ne modifie pratiquement pas le plissement global de la molécule. Cette conformation 

n'est pas retrouvée lorsque les aminoglycosides sont liés à d'autres sites de fixation. 

(c) Ce point traduit la difficulté de prédire avec exactitude le mode d'interaction qui 

s'établit entre l'aminoglycoside et l'ARN du site A. En effet, les structures des 

molécules les moins chargées (néamine, ribostamycine, généticine et kanamycine) se 

distinguent des autres structures par certaines particularités : conformations 

alternatives, aminoglycosides supplémentaires liés de manière non spécifique. La 

généticine, par exemple, présente deux conformations alternatives pour les adénines 

A1492 et A1493. Le duplexe formé avec la néamine comporte un site vide de tout 
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antibiotique au sein duquel l'adénine A1492 pointe à l'extérieur de l'hélice tandis que 

l'A1493 forme une pseudo-paire de bases avec l'A1408. La stoechiométrie des 

complexes formés avec la ribostamycine et la kanamycine est respectivement de 2 et 

1,5 : chaque site A présente une molécule liée de manière spécifique (présentant les 

huit liaisons hydrogène communes à toutes les structures) mais également une 

seconde molécule liée de manière non spécifique en interaction avec le squelette 

phosphate de l'ARN. La conformation des trois cycles de ces molécules liées de 

manière non spécifique est cependant la même que celle observée pour les molécules 

liées de manière spécifique. Le mode d'interaction de la kanamycine et des 

ribostamycines non spécifiques est différent et reflète leur appartenance à deux sous-

classes 4,5-2-DOS et 4,6-2-DOS. 

Ces stoechiométries atypiques peuvent expliquer les différences observées entre Kd 

et MIC. Par exemple, la kanamycine et la ribostamycine présentent les constantes 

d'affinités les plus élevées (car fixent deux fois plus d'aminoglycoside) mais des efficacités 

moyennes (car le nombre de sites A occupés par une µmole est moindre). Pour des 

composés comme les aminoglycosides, la manière la plus judicieuse de mesurer le pouvoir 

antibactérien semble être dans ce cas la mesure de la concentration minimale d'inhibition. 

Ces structures ont apporté de nombreuses informations sur les positions indispensables à 

l'interaction aminoglycoside / site A. Dans le futur, le développement de nouveaux dérivés 

d'aminoglycosides devra prendre en compte ces éléments : les groupements chimiques 

impliqués dans la liaison avec l'ARN ne devront pas être altérés sous peine d'obtenir des 

composés inactifs. Les bactéries ne s'y sont pas trompées puisque les cycles I et II sont la 

cible d'un grand nombre d'enzymes de modification. 

Les informations structurales obtenues recouvrent assez largement les 

aminoglycosides de la famille de la néomycine et ont été utilisées comme support pour 

l'exploration du rôle des cycles III, IV et V dans les interactions antibiotique / site A. Pour 

chaque antibiotique (néomycine B, ribostamycine, paromomycine et lividomycine A), la 

mesure des MIC a été relevée pour des sites A présentant des mutations ponctuelles. Il 

devient alors possible de comparer l'impact des cycles additionnels sur l'efficacité 

biologique. Il a ainsi été possible de démontrer plusieurs points : 
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(a) Les cycles supplémentaires III et IV confèrent une activité plus grande aux 

aminoglycosides (néomycine et paromomycine sont en effet huit fois plus efficaces 

que la ribostamycine elle-même huit fois plus efficace que la néamine). Ce 

comportement trouve une explication dans l'examen des contacts supplémentaires 

qu'établissent les cycle III et IV avec l'ARN du site A. Cette théorie est confirmée 

par l'exemple de la lividomycine A dont le cycle V n'établit qu'une seule liaison 

hydrogène (car orienté dans le sillon de l'hélice) ce qui se traduit par une activité 

biologique similaire à celle mesurée pour la néomycine et la paromomycine. Les 

interactions entre le cycle IV de la néomycine et le site A permettent de compenser 

la perte des contacts entre le cycle II et l'U1495 et ceux entre le cycle III et la 

G1491 lorsque ces deux positions sont mutées.  

(b) Les structures cristallographiques ont montré la conservation de la pseudo-paire de 

bases formée entre le cycle I et l'adénine 1408. Les mesures de MIC confirment 

l'importance majeure de cette interaction : toute modification de la position 1408 

conduit à une diminution de l'activité biologique indépendamment du nombre de 

cycles supplémentaires présents sur le squelette néamine. L'ajout de contacts 

supplémentaires ne permet pas de compenser l'altération de la pseudo-paire de 

bases. Les aminoglycosides comportant un groupement hydroxyle en 6' du cycle I 

(impliqué dans la pseudo-paire de bases) sont moins pénalisés par la mutation 

A1408G que ceux comportant un groupement ammonium en 6'. Par contre toute 

mutation combinant A1408G avec une autre mutation (G1491U ou C1409G) 

conduit à la perte totale d'activité pour tous les aminoglycosides de la famille de la 

néomycine. 

(c) Le positionnement du cycle I sur la base en position 1491 n'est pas strictement lié à 

la présence d'une guanine, l'activité antibactérienne est affectée par la modification 

de la paire C1409=G1491 mais elle n'est pas totalement supprimée. La 

susceptibilité dépend de l'aminoglycoside testé (la ribostamycine est plus sensible 

que la néomycine). 

(d) Alors que le remplacement de l'uridine U1495 par une adénine induit une 

diminution de l'activité, la double mutation qui transforme la paire U1406oU1495 

en paire C1406=G1495 restaure l'activité des six aminoglycosides. En superposant 

une paire C=G classique sur les paires UoU observées dans les structures 
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cristallographiques, il est apparu que les contacts entre le cycle II et ces bases 

peuvent être conservés (le groupement N4 de la C1406 remplace la molécule d'eau 

qui assure habituellement la connexion entre l'U1406 et le groupement O6 de 

l'aminoglycoside).  

 

Le système biologique développé par l'équipe du professeur Eric Böttger a permis 

de recouper de manière fiable les informations issues des structures cristallographiques et 

de finaliser l'étude des interactions entre aminoglycosides 4,5-2-DOS et le site A bactérien.  

La confirmation de certaines hypothèses formulées nécessite de cristalliser des 

fragments d'ARN comportant des mutations du site A. De nouvelles séquences intégrant la 

paire C1406=G1495 ou une G1408 sont en cours d'étude. L'obtention récente des premiers 

cristaux de complexes généticine / site A (G1408) est un premier pas encourageant dans 

cette démarche.  
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Etude de complexes aminoglycosides modifiés / site A bactérien 

Les données structurales concernant le mode d'interaction entre les 

aminoglycosides naturels et leur site de fixation ont été intégrées dans la synthèse de 

nouveaux aminoglycosides dérivés de la paromomycine. Les modifications ont 

essentiellement porté sur l'hydroxyle en 2'' du cycle III mais d'autres synthèses ont eu pour 

objet d’examiner les interactions aminoglycosides / ARN (ajout de groupements en 

position 6, deshydroxylations des positions 3' et 4' du cycle I, suppression du cycle IV, 

ajout d'un groupement HABA en position I et modification de la position 6''' du cycle IV). 

La méthode de cristallisation employée pour les aminoglycosides naturels a été 

reprise avec succès pour les nouveaux composés : 22 complexes cristallisés, neuf jeux de 

données synchrotron collectés et cinq structures résolues à ce jour. Quatre dérivés 

comportent un groupement additionnel en 2'', le cinquième (PM-II-38) ne diffère de la 

paromomycine que par une deshydroxylation de la position 4'. Ces structures présentent 

des similitudes avec les structures jusqu'alors résolues mais également des particularités 

induites par les modifications chimiques dont elles ont fait l'objet. 

De manière globale, les structures sont isomorphes à celle de la paromomycine : les 

deux fragments d'ARN forment une hélice avec les adénines A1492 et A1493 pointant à 

l'extérieur. Les cycles I et II de ces composés, moyennant les deshydroxylations en 3' et/ou 

4', possèdent la même conformation et interagissent avec l'ARN du site A de la même 

manière que les aminoglycosides naturels : empilement du cycle I sur la guanine G1491 et 

formation d'une pseudo-paire de bases avec l'adénine A1408. La superposition des sites A 

met en évidence la conservation des paires C1496=G1405, G1494=C1407 et 

G1491=C1409. Les groupements hydroxyles en 3' et 4' contactent directement les 

groupements phosphates des adénines A1492 et A1493, lorsque ces deux fonctions sont 

deshydroxylées (composés PM-II-51 et PM-II-38), le positionnement du cycle I n'est pas 

affecté : une réorganisation de la sphère d'hydratation est observée et deux molécules d'eau 

relient les adénines au groupement N2'. 

Les aminoglycosides comportant des groupements additionnels aminoéther en 

position 2'' présentent des repliements très différents de celui de la paromomycine : la 

liaison entre le cycle 2-DOS et le cycle III a tourné de 40° tandis que le plissement du 

sucre passe de C2''-endo à C3''-endo. La combinaison de ces deux éléments conduit à une 

réorientation à 90° du cycle IV. Les groupements additionnels pointent dans le sillon 
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profond de l'hélice d'ARN et seul celui du composé SA4-1 établit deux liaisons hydrogène 

avec le squelette phosphate. 

L'ARN du site A minimal présente également certains réarrangements notamment 

au niveau de la paire U1406oU1495 qui passe d'une conformation bifurquée à une 

géométrie plus classique (cis-Watson-Crick / Watson-Crick) avec deux liaisons hydrogène 

O4···H-N3 et N3-H···O2. De nouveaux contacts entre l'aminoglycoside et l'ARN ont été 

observés, notamment une troisième liaison hydrogène médiée par une molécule d'eau entre 

l'hydroxyle en 5'' et le N7 de l'adénine A1408, portant ainsi à trois le nombre de liaisons 

hydrogène impliquées dans l'interaction avec cette adénine.  

Les deshydroxylations opérées sur le cycle I ne modifient pas son positionnement à 

l'intérieur du site A mais diminuent le nombre de contacts directs entre l'aminoglycoside et 

l'ARN. Les mesures effectuées sur ces composés mettent en évidence une augmentation du 

Kd ainsi qu'une diminution de l'activité biologique.  

Les résolutions des différents complexes cristallisés (aminoglycosides modifiés et 

paromomycine) se situent dans une gamme allant de 2,54 à 2,79 Å ; il est donc possible de 

comparer les interactions moléculaires entre ces composés et l'ARN du site A bactérien 

afin de vérifier s’il y a corrélation entre les différents paramètres mesurés (charge, nombre 

de cycles, nombre de contacts directs, Kd et MIC). Le calcul de RMSD sur la double 

hélice d'ARN et l'ARN du site A minimal le mieux défini divise les structures en deux 

catégories : celles adoptant la conformation de la paromomycine (paromomycine et PM-II-

38) et celles comportant une paire U1406oU1495 classique (JS4-11, JS5-39 et PM-II-51). 

La structure obtenue pour le composé SA4-1 ne peut être rattachée à aucun de ces groupes 

sur la seule base des RMSD.  

La conformation de la paire U1406oU1495 semble influer sur le type d'empilement 

cristallin : lorsque les deux uridines sont bifurquées, le groupe d'espace obtenu est 

orthorhombique (PM-II-38 et paromomycine). Lorqu'elles forment une paire classique, le 

groupe d'espace obtenu est tétragonal (JS4-11, JS5-39 et PM-II-51). La structure du 

complexe SA4-1 fait figure d'exception puisqu'elle possède un groupe d'espace 

orthorhombique et une paire U1406oU1495 non bifurquée. 

Le nombre de contacts directs entre l'aminoglycoside et le site A, comparé à la 

valeur du Kd mesurée met en évidence une forte corrélation entre ces deux variables (-

0,93) : la diminution du nombre de contacts augmente la valeur du Kd ; l'affinité entre 
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aminoglycoside et ARN est moindre. La même comparaison centrée sur la partie 

paromamine aboutit à une corrélation moindre, ce qui peut s'expliquer par les 

deshydroxylations des positions 3' et 4' et les pertes de contacts directs associées. La 

démarche similaire, cherchant à trouver une corrélation entre l'activité biologique et le 

nombre de contacts directs, est plus difficile à mettre en œuvre du fait des erreurs 

expérimentales plus importantes dans la mesure des MIC (une valeur moyenne est donc 

utilisée). Aucune corrélation n'est observée entre le nombre de contacts directs au niveau 

du site A et l'activité biologique in vivo (pour E. coli et S. aureus), supposant que ce 

paramètre n'explique pas à lui seul l'efficacité des aminoglycosides modifiés.  

Ces derniers résultats montrent que l'efficacité des aminoglycosides repose 

majoritairement sur leur capacité à se fixer au site A bactérien et que d'autres paramètres 

entrent vraisemblablement en jeu. Les variations d'efficacité observées, sur des souches 

bactériennes résistantes, entre les différents dérivés de paromomycine prouvent que leur 

action s'exerce également en dehors du site A et peuvent s'expliquer par une différence de 

susceptibilité aux enzymes de modification présentes dans ces souches bactériennes. En 

effet, si pour une affinité similaire in vitro, deux composés présentent une activité in vivo 

différente, il est possible que l'un d'eux ait fait l'objet d'une modification enzymatique. 

Cette hypothèse suppose que les changements conformationnels opérés sur les dérivés de 

paromomycine diminuent leur affinité pour le site catalytique des enzymes de 

modification. Il paraît donc nécessaire et intéressant d'obtenir la structure 

cristallographique de complexes entre les aminoglycosides dérivés les plus actifs 

biologiquement et le site catalytique des enzymes. De nouvelles informations pourront être 

apportées et permettront le développement de nouveaux antibiotiques à forte affinité pour 

le site A et constituant de mauvais substrats pour les enzymes induisant les résistances aux 

aminoglycosides. 
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