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Mécanisme d’action du nouvel antibiotique kirromycine

par G. SANDER (1)

Laboratoire de Biochimie, Ecole polytechnique (Laboratoire associé n® 240 du CNRS),
91128 Palaiseau Cedex.

Summary. Mechanism of action of the new antibiotic, kirromycin.

The discovery and the elucidation of the mechanism of action of a new family of
antibiotics is described. These antibiotics, here represented by kirromycin, all inhibit
bacterial protein synthesis by acting on the protein elongation factor Tu, blocking its release
from the ribosome during the elongation cycle and thereby inhibiting peptide bond
formation. A number of these compounds have been successfully used as feed additives.

Introduction.

En 1972-1973, trois groupes différents ont publié indépendamment la découverte
de trois nouveaux antibiotiques produits par Streptomyces et présentant des propriétés
spectrales analogues (Wolf et Zdhner, 1972 ; Vos, 1972 ; Berger et al., 1973). Il s’agis-
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calcd. MW
Mocimycin {Kirromycin) R=H;R'=0H Ci3HgoN, 04, 797
Aurodox R = CH;:R'=0H C,He2N,0y, 811
Efrotomycin R=CH;; R=Disaccharide CsqHagN, 05 1145
Heneicomycin R=CH,; R'=H C,.Hg2N;0y 795

FIG. 1. — La structure chimique de la kirromycine et d’autres antibiotiques apparentés

(Parmeggiani et Sander, 19800).

(1) Present address : Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik, lhnestrasse 63.73, D-1000
Berlin 33 (Dahiem), R.F.A.
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sait de produits colorés en jaune, faiblement acides, et pratiquement insolubles dans
’eau, mais formant des sels alcalins solubles dans I'’eau. Dans une série de travaux,
Maehr et al. (1980) ont ensuite élucidé la structure chimique de deux de ces produits,
I"aurodox et la mocimycine. La structure de cette derniére a été établie indépendam-
ment par Vos et Verwiel (résumé dans Maehr et al., 1980) ; la kirromycine est trés
probablement identique & la mocimycine (bibliographie détaillée : Parmeggiani et
Sander, 1980). Par la suite, d’autres antibiotiques appartenant a ce groupe, comme
I'efrotomycine et I’'heneicomycine (fig. 1), ont encore été isolés.

Le mode d’action de la kirromycine a été éiucidé entre 1974 et 1980 principale-
ment dans le laboratoire de Parmeggiani (pour une revue compléte traitant de tous
les aspects de I'action des antibiotiques de cette famille, voir Parmeggiani et Sander,
1980).

Matériel et méthodes.

Tous les essais ont été exécutés en utilisant un systéme in vitro provenant d’E. Coli
et dont les composants essentiels sont les suivants :

1) Les ribosomes. Ceux-ci doivent &tre lavés et débarrassés de toute activité enzyma-
tique contaminante ;

2) Les facteurs d’élongation (EF-Tu, EF-Ts, EF-G) purs, sans aucune contamination
avec des GTPases non spécifiques ;

3) L’aminoacyl-tARN, représenté par le phénylalanyl-tARN (Phe-tARN) ;

4) L’acide polyuridylique utilisé comme ARN messager (Parmeggiani et Sander,
1981 ; Sander et al., 1975 ; Chinali, Wolf et Parmeggiani, 1977).

Résvultats.

Meécanisme de ['élongation. — L’addition d’un acide aminé & une chaine polypep-
tidique en formation (élongation) comporte les étapes suivantes : (I) fixation du
« complexe ternaire» EF-Tu.GTP.aa-tARN au site « A» du ribosome (fig. 2b).
Bien que I’aa-tARN puisse &tre lié au ribosome méme en absence d’EF-Tu et de GTP,
son positionnement correct dans le site A requiert, dans les conditions optimales pour
la synthése protéique (5-7 mM Mg?*), la formation de ce complexe. Le facteur EF-Tu
ne peut complexer I'aa-tARN que s’il a préalablement fixé une molécule de GTP
(dans le schéma de la fig 2 cette conformation active est visualisée par la forme glo-
bulaire du facteur). (Il) Hydrolyse du GTP en GDP et P; qui aboutit & la formation du
complexe EF-Tu.GDP ef s’accompagne d’un changement conformationnel profond. Le
complexe EF-Tu.GDP n’est plus capable d'interagir avec I'aa-tARN et quitte le ribo-
some. La conformation inactive (EF-Tu.GDP) est visualisée schématiquement par la
forme carrée de la molécule (fig. 2¢). (1ll) Formation de la ligison peptidique. Tant qu’il
reste lié au ribosome, le facteur Tu empéche la formation de la liaison peptidique,
probablement en tenant I'aa-tARN & I'écart de la « peptidyl transférase », centre ribo-
somique qui exécute cette réaction (fig. 2). Aprés la libération d’EF-Tu.GDP, la liaison
peptidique se forme spontanément entre I'aa-tARN lié au site A et le peptidyl-tARN
lié au site « P» (fig. 2¢). (IV) « Translocation» : l'interaction entre un complexe
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FIG. 2. — Le cycle d’élongation d’une chaine polypeptidique et son inhibition par la kirromycine. Pour
'action du facteur EF-Ts, omise dans le schéma, voir le texte. EF-Ts et la kirromycine ne peuvent
pas se lier simultanément au facteur Tu.

EF-G.GTP et le ribosome catalyse le déplacement du peptidyl-tARN du site A au site P ;
ceci est accompagné de I'éjection du tARN qui a ét€ déchargé au cours de la formation
de la ligison peptidique. (V) Hydrolyse du GTP, réaction qui occasionne la libération
d’EF-G.GDP. Le ribosome est alors prét pour un nouveau cycle d’élongation. (VI) Recy-
clage d’EF-Ty. GDP. L'affinité du facteur Tu pour GDP est environ 500 fois plus élevée
que son affinité pour GTP (K{:;DP =1 nM, K{f{TP = 500 nM). Le facteur Ts intervient
pour permettre la formation d’une faible quantité du complexe EF-Tu.GTP qui recon-
nait I"aa-tARN. L’affinité du Tu pour le GTP est alors multipliée par ~ 500.

Action de la kirromycine dans les conditions de la synthése protéique in vitro (Wolf,
Chinali et Parmeggiani, 1974, 1977 ; Parmeggiani, Wolf et Chinali, 1976 ; Chinali,
Wolf et Parmeggiani, 1977 ; Parmeggiani et Sander, 1980). — La kirromycine forme
un complexe 1 :1 avec EF-Tu, que ce facteur soit libre ou complexé avec GDP ou
GTP; la kirromycine et le facteur EF-Ts s’excluent mutuellement. L’affinité ’EF-Tu. GTP
pour I'antibiotique est 40 fois plus importante que celle d’EF-Tu.GDP (0,05 uM vs. 2 uM,
Fasano et al., 1978). En présence d’aa-tARN et de GTP, il se forme un complexe quater-
naire EF-Tu.kirromycine. GTP.aa-tARN qui se fixe au ribosome (fig. 2b) et y reste
accroché malgré I’hydrolyse du GTP. Par conséquent, I'aa-tARN ne peut pas réagir
avec le peptidyl-tARN (voir plus haut, réaction lll) et toutes les réactions suivantes sont
bloquées.
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Il semblerait donc que le changement conformationnel produit au cours de la
réaction EF-Tu.GTP — EF-Tu.GDP n’a pas lieu en présence de kirromycine ; de plus
I’antibiotique induit la formation d’un complexe entre EF-Tu et aa-tARN non seulement
en présence de GTP, mais également avec du GDP ou m&me en absence de tout nucléo-
tide. Ce complexe est capable de se lier au ribosome.

Action de la kirromycine sur la réaction GTPasique d’EF-Tu (Wolf, Chinali et Parmeg-
giani, 1974, 1977 ; Parmeggiani, Wolf et Chinali, 1976 ; Parmeggiani et al., 1977 ;
Chinali, Wolf et Parmeggiani, 1977 ; Fischer ef al., 1977 ; Fasano et al., 1978 ; Sander
et al., 1979, 1980 ; Parmeggiani et Sander, 1980.) — La réaction GTPasique d’EF-Tu
qui est normalement associée & la ligison du complexe ternaire au ribosome, est inhi-
bée, dans le systtme complet, aprés I’hydrolyse d’une molécule de GTP par molécule
d’EF-Tu (en présence d'un excés de ribosomes). Cette réaction a été étudiée en détail
en omettant le facteur G.

Le résultat principal est que le facteur Tu est le porteur du centre catalytique de
cette réaction, puisque le complexe kirromycine-EF-Tu est capable de catalyser une
activité GTPasique type turnover en absence de tout autre effecteur biologique (fig. 3,

~
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2 _poly (U) FIG. 3. — ULl'influence de la kirromycine

Lo o +rib. sur la GTPase d’EF-Tu.
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E e /”' O_:Eﬁ)ly(U) EF-Tu, mais sans GTP ; réaction déclenchée par
a é"’e © I'addition du GTP (modifié d’aprés Parmeggiani,

0 ' 10 Y Wolf et Chinali (1976).
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a). A part son effet inhibiteur, la kirromycine agit donc comme inducteur de GTPase
(voir aussi fig. 2, partie basse). Qui plus est, en absence de messager, cette aclivité est
spécifiquement stimulée par I'aa-tARN, le ribosome et encore plus par la combinaison
de ces 2 composants (fig. 3, o, u). Lorsque 'on ajoute également du messager, le
complexe quaternaire EF-Tu.kirromycine. GTP.aa-tARN est bloqué sur le ribosome
aprés I’hydrolyse d’une seule molécule de GTP (fig. 3, e), comme dans le systéme
complet pour la synthése de protéines. Ceci est d0 au fait que le facteur, une fois fié
au ribosome, ne peut plus interagir avec le GTP (fig. 3, o). Dans cette expérience
on a d’abord fixé le facteur sous forme du complexe EF-Tu.kirromycine.aa-tARN (en
absence de nucléotides) & un excés de mRNA. ribosomes. Dans les conditions choisies,
I'efficacité de cette réaction représente 60 p. 100 de celle obtenue en présence de GTP.
Si le GTP est alors ajouté, on constate que seuls les 40 p. 100 du facteur Tu non encore
complexés aux ribosomes sont capables d’hydrolyser ce GTP. Par conséquent, 'inter-
action entre codon et anticodon entraine la fixation du complexe EF-Tu.kirromycine
sur le ribosome et empéche son interaction avec du GTP libre.
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La présence de la kirromycine favorise la formation du complexe EF-Tu.GTP. — Comme
décrit plus haut, le complexe EF-Tu.GDP est normalement ~ 500 fois plus stable que
le complexe EF-Tu.GTP. Or, la présence de la kirromycine déplace la constante
d’équilibre entre EF-Tu et GTP vers des valeurs presque égales & celles qu’on trouve
normalement pour EF-Tu.GDP, c’est-a-dire 1 nM environ (tabl. 1). En effet, nous avons

TABLEAU 1

Constantes d’équilibre pour les complexes EF-Tu.GTP/GDP :
influence de la kirromycine & 0°C (Fasano et al., 1978)

Systéme K’(nM)
EF-Tu.GTP.....o e iienees 590
EF-Tu.GTP + 50 uM kirromycine .... 1.4
EF-Tu.GDP ... ..ot 0,9
EF-Tu.GDP + 50 uM kirromycine .... 0,8

montré que I’antibiotique augmente de ~ 12 fois la vitesse d’association entre EF-Tu
et GTP et diminue encore plus fortement, de ~ 35 fois, la vitesse de dissociation du
complexe EF-Tu.GTP. Par contre, son effet sur les vitesses d’association et de dissocia-
tion entre EF-Tu et GDP est une légére augmentation des deux, ce qui ne change pas
I'équilibre (Fasano et al. 1978 ; Parmeggiani ef al., 1978). Ceci est la condition préalable
pour le « turnover » efficace de la réaction GTPasique qu’on observe en présence de
la kirromycine.

Influence de sels monovalents. — Pour I'induction d’une activité GTPasique dépen-
dante d’EF-Tu.kirromycine, la présence de cations monovalenis est rigoureusement
requise (Sander et al., 1979, 1980). Or, I'influence de cations monovalents sur I’associa-
tion et la dissociation des complexes EF-Tu.GTP et EF-Tu.GDP est trés modeste : ceci
suggére que les cations monovalents interviennent au niveau de I'étape catalytique
(Sander et al., 1979). Le ribosome supprime ce besoin, peut-étre par I'apport des
sels monovalents qui lui sont liés. Quel que soit le mécanisme réel, nos derniéres
expériences montrent que, comme les ribosomes, les sels monovalents augmentent
sensiblement I’entropie d’activation pour la formation du complexe activé EF-Tu.GTP*
(Bocchini et al., 1980). Nous interprétons ce résultat comme indiquant une « ouverture »
de la molécule d’'EF-Tu par la kirromycine, ce qui augmenterait la chance d’une col-
lision fructueuse par rapport & la conformation normale trés fermée.

Mutants d'E. Coli possédant un facteur résistant a la kirromycine (Parmeggiani et
Sander, 1980). — Cet organisme est normalement résistant & la kirromycine, parce
que I'antibiotique ne peut pas franchir la barriére membranaire. Notre choix s’est
donc porté sur des souches bactériennes dont la membrane est directement perméable
aux antibiotiques (Fischer et al., 1977). D’autres auteurs ont perméabilisé la membrane
de souches couramment utilisées par traitement & 'EDTA (Van de Klundert et al.,
1977). De plus, vu l’existence de deux génes codant pour le facteyr Tu, la résistance
a la kirromycine implique que ces génes soient tous deux altérés, puisque comme nous
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I'avons démontré, la sensibilité est dominante sur la résistance (Fischer et al., 1977).
De fait, il a été démontré (Van de Klundert ef al., 1977) qu’au cours de la sélection, un
seul des génes est inactivé et la modification de I'autre produit la résistance. Le facteur
Tu résistant & la kirromycine a été caractérisé biochimiquement ; il montre, outre une
résistance 300 fois plus élevée que le facteur sauvage, une activité GTPasique sponta-
née en absence de I'antibiotique (Fasano et Parmeggiani, 1980).

Applications. — Bien que tous les résultats décrits jusqu’ici aient été obtenus par
I'intermédiaire d’un systéme in vitro d’E. Coli, cet organisme fait partie du grand
nombre de bactéries ayant une résistance élevée conire les antibiotiques appartenant
au groupe de la kirromycine. On a exploité la propriété de ces produits d’agir contre
un nombre bien délimité de microorganismes, et d’étre trés peu toxiques pour les
animaux, en les utilisant comme additif & la nourriture du bétail (tabl. 2). L’efficacité

TABLEAU 2

Efficacité de I’efrotomycine et de I’aurodox chez des animaux
(d’apres Stutz et al., 1976 ; Marusich, Ogrinz et Mitrovic, 1974)

Amélioration de

Efrotomycine (ppm) (}) la croissance jour- ’indice de la consommation
naliére moyenne consommation journaliére moyenne
(p. 100) (p. 100) (p. 100)
2,5 6,2 (NS) 4,0 —
5,5 11,5 2,7 (NS) —
11,0 15,0 8,4 —
27,5 16,8 8,0 —
27,5 16,7 8,0 10
Concentrations d’antibiotiques occasionnant des aurodox lincomycine  bambermycines
améliorations comparables de la croissance journa- (mg/g de nourriture)
liére moyenne et de I'indice de consommation (2). .. 5,5-10 2,2-4,4 10

(}) Stutz et al., 1976 (388 cochons). L'efrotomycine s’est également avérée trés efficace, a
> 27,5 ppm, pour combatire la dysentérie induite expérimentalement chez le porc (Foster et Harris,
1976).

(3) Marusich, Ogrinz et Mitrovic, 1974 (poulets, dindonneaux).

NS = non significatif.

de I'aurodox, de I'efrotomycine et de la mocimycine se sont avérées comparables &
celles trouvées pour d'autres additifs déja utilisés commercialement. L’existence et la
nature d’un lien éventuel entre I'action inhibitrice de la kirromycine chez E. coli et sa
stimulation de la croissance chez les animaux supérieurs restent a étre élucidées.

Conclusion.

Les antibiotiques de cette famille donnent un bon exemple de la possibilité d’une
collaboration fructueuse entre les diverses disciplines scientifiques : entre 1972 et 1980,
non seulement la structure chimique d’un certain nombre d’entre eux a été établie,
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mais leur mécanisme d’action, & I'échelle moléculaire, a également été élucidé. Paral-
lélement, on en a amélioré les méthodes de production et on les a introduits dans la
nourriture animale. Ainsi ces antibiotiques sont maintenant parmi les mieux connus.

De plus, le fait qu’ils agissent non sevlement comme inhibiteurs, mais également,
par la suppression de mécanismes de contrdle allostérique, comme inducteurs d’une
activité GTPasique, les a rendus essentiels pour la compréhension des mécanismes
impliqués dans le fonctionnement normal de leur cible, le facteur d’élongation Tu.

6¢ Réunion du groupe Développement I.N.R.A.,
Clermont-Ferrand/Theix, 22-23 mai 1980.
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