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Structure de la gentamicine, un prototype
des aminoglycosides utilisés en clinique

Complexe gentamicine: gentamicine Cla R=R' =H
gentamicine C2 R=CH; R"=H
gentamicine C1 R=R’ = CH,
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Les aminoglycosides

Avantages:
[1 Antibiotiques a large spectre d’action.
¢ bactéries Gram (-) (E. Coli, P. aeruginosa...).
¢ certains groupes de bactéries Gram (+).
(Staphylocoques, Enterocoques...).

[] Activité bactericide rapide et complete.
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Les aminoglycosides

Effets secondaires:
[1 blocage neuromusculaire (rare)
[] ototoxicité.

[1 néphrotoxicité.
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Néphrotoxicité

Signes cliniques:

[] précoces:

¢+ altérations tubulaires (enzymurie).

¢ polyurie avec O de I’'osmolalite urinaire.

[1 tardifs: O filtration glomérulaire (O de la concentration

de la créatinine et l'urée sériques).
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Néphrotoxicite

Signes histopathologiques:*
[] surcharge lysosomiale en phospholipides.
[1 nécrose tubulaire.

[] regénération tubulaire.

* : :
tels que classiguement decrits
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Les aminoglycosides

Etudes sur animaux:
(] doses fortes:

¢ necrose tubulaire.

¢ insuffisance renale aigué.
[] doses faibles:

¢ phospholipidose.

¢ apoptose?

10-07-2000 M. El Mouedden, UCL, Brussels 7



10-07-2000

Buts de ce travall

Mise en évidence et quantification de I'apoptose induite par

les aminoglycosides dans le cortex rénal de rat.

Démonstration de I'apoptose induite par les aminoglycosides

dans des modeles de cellules en culture.

Etudes des mécanismes cellulaires et moléculaires de

I’apoptose en relation avec la phospholipidose.
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Apoptose

contrble génétique

activation des caspases

coupure du DNA internucléosomique

condensation de la chromatine et
acidophilie du cytoplasme

fragmentation en corps apoptotiques
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Apoptose

contrble genétique 44— famille Bcl-2
activation des caspases 44— Inhibiteurs
- TUNEL

coupure du DNA internucléosomique
- électrophorese

condensation de la chromatine et - microscopie optique
acidophilie du cytoplasme (hématoxyline-éosine,
Unna-Brachet)
- microscopie électronique
fragmentation en corps apoptotiques
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lere partie: etudes animales
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Etudes animales: protocole

Gentamicine 10-20 mg/kg/jour *

4-10 jours
/ [*H] thymidine (1h avant le sacrifice)

. BUN / creatinine

phospholipides

histologie

histoautoradiographie

TUNEL

* ou doses équithérapeutiques de netilmicine, amikacine ou isepamicine
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Etudes animales: justification des
doses utilisees

Fold increase over

Drug Duration clinical Clinical daily drug

(mg/kg) (days) dose? exposureP
Gentamicin 10 4-10 ~2 ~0.5
Netilmicin 10 10 ~1.7 ~0.4
Amikacine 40 10 =21 ~ 0.7
Isepamicin 40 10 ~ 2.7 ~ 0.7

a suggested maintenance doses for an adult patient with an estimated creatinine clearance of 90 ml/min

(gentamicin, 5.1 mg/kg; netimmicin, 6 mg/kg; amikacin, 15 mg/kg) or on the registered dosage in Belgium and
many other contries for isepamicin.

bhased on estimated AUC ratio, using the dose ratio defined in P and assuming apparent half-lifes of ~ 30 min
rats and ~ 120 min in humans, respectively (B-elimination phases).
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Hématoxyline / Eosine Unna-Brachet

Traitements de 10 jours
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TUNEL:
10 jours de
traitement
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controle
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Apoptose induite par la gentamicine
1.influence de la dose

L a,b
250 (@b) a, significantly larger than control
b, significantly larger than
L entamicin 10 mg/k
- 200 ’ -
L
S E
2 g 150
O
S a
5 £ [
— 50 N
0
0 10 20

Gentamicin daily dosage (mg/kQ)

10-07-2000 M. El Mouedden, UCL, Brussels 16



10-07-2000

Apoptose induite par la gentamicine :
2. Influence de la durée du traitement
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Travaux antérieurs:
démonstration d’une prolifération cellulaire
Induite par la gentamicine ...

ANTIMICROBIAL AGENTS aMD CHEMOTHERAPY, Oict, 1987, p. 3B6-593 Viol. 24, Na, 4
(Ws6G-4 R0 B 3 S RA-TES02 . (T
Copyright © 1983, Amernican Society for Microbiology

Increased Renal DNA Synthesis In Vivo After Administration

of Low Doses of Gentamicin to Rats
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Cellules en phase S
(histoautoradiographie)

Gentamicine 10 jours

10 mg/kg 20 mg/kg
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Radioactivité specifique de ’ADN

a, significantly larger than control
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Relation entre apoptose et réegénération
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Travaux antérieurs:
comparaison gentamicine - amikacine ...

Biockemical Pharmacology. Vol. 31, No. 23. pp. 3361-3870. 1982, 006=2952. 8223386110 $03.00/0
Printed in Great Britain. © 19K2 Pergamon Press Lid.

MECHANISM OF AMINOGLYCOSIDE-INDUCED
LYSOSOMAL PHOSPHOLIPIDOSIS: IN VITRO AND IN

VIVO STUDIES WITH GENTAMICIN AND AMIKACIN

Guy LAURENT,* MARIE-BEATRICE CARLIER,* BRUNO RoLLMAN,T FRaNCOIS VAN HoorF*
and PauL TULKENS*E

*Laboratoire de Chimie Physiologique and, fLaboratoire de Chimie Analvtique. Université
Catholique de Louvain, and International Institute of Cellular and Molecular Pathology. avenue
Hippocrate, 75, B-1200 Brussels. Belgium

(Received 25 March 1982; accepted 9 June 1982)
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mg/kg*

- gentamicine (Gm) 10
- nétilmicine (Nt) 10
- amikacine (Am) 40
- isépamicine (Is) 40

* doses équithérapeutiques
(2 fois la dose clinique)
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phospholipidosis
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Conclusions de la lere partie (I)

A doses faibles, les aminoglycosides provoquent
une mort cellulaire par apoptose dans le cortex

réenal de rat.

L’'importance de cette apoptose dépend:
| du composeé administré.

1 de la durée du traitement.

| de la dose.
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Conclusions de la lere partie (Il

Il existe une corrélation entre apoptose et

proliferation cellulaire.

L’apoptose se revelerait donc un des premiers

sighes de toxicité cellulaire des aminoglycosides.
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2eme partie:
etudes sur cellules en culture
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Cellul

Cellu
(] fibro
[1 LLC-

es en culture: modeles

es.

nlastes embryonnaires de rat.

PK1 (Lilly Laboratories Culture-Pig Kidney typel).

[] MDCK (Madin-Darby Canine Kidney).

Concentration extracellulaire
d’aminoglycosides: 0,5 a 3 mM.
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LLC-PK1

Microscopie
électronique
MDCK
gentamicine
2 MM
4 jours
Fibroblasts
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Apoptose induite par la gentamicine dans
des modeles de cellules en culture

électrophoréese TUNEL

Fibroblasts
MDCK
LLC-PK1
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% of TUNEL (+) nuclei

0 1 2 3 0o 1 2 3 4
[gentamicin] mM days of culture
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Relation entre apoptose et accumulation
cellulaire de la gentamicine
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Relation entre apoptose et phospholipidose
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Apoptose et phospholipidose induites par
les aminoglycosides

Fibroblasts MDCK LLC-PK1

% of TUNEL (+) nuclei

% of total lipid
phosphorus

Ct Gm Nt Am s Ct Gm Nt Am Is Ct Gm Nt Am s
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Conclusions de |la 2eme partie

I’apoptose induite par les aminoglycosides in vivo peut étre
reproduite in vitro dans des conditions ou I'accumulation
cellulaire de I'antibiotique est semblable a celle observee

In Vivo.

cette apoptose depend du composé et du modele cellulaire
utilisés.

Il existe une corrélation significative entre accumulation
cellulaire de I'antibiotique et apoptose.
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3eme partie:
modulation de I'apoptose
(cellules en cultures)

 Inhibition de la synthese protéique
cycloheximide

e surexpression d’'une protéine antiapoptotique
Bcl-2

e Inhibition des caspases
Z-VAD.fmk
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Effet de la cycloheximide sur I’'apoptose induite par la

gentamicine

% of TUNEL (+) nuclei

controls  cycloheximide gentamicin

cycloheximide
plus gentamicin

Fibroblasts 2.0+0.3 46+1.2 13.4+1.8*
MDCK cells 2.8+0.3 3.7+x1.2 149+1.3*
LLC-PK;cells 46+15 28.7 1.3 *° 158+ 1.1*

48+135*
1.3+0.3*
52.8 + 3.9 *°x

a cells were exposed to cycloheximide (1 uM), gentamicin (2 mM), or their combination for 3

days.

Statistical analysis:

* significantly larger than control (p < 0.01)

* significantly lower than gentamicin alone (p < 0.001)

° significantly larger than gentamicin alone (p < 0.01)

X significantly larger than cycloheximide alone (p < 0.001)
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Bcl-2, protéine anti-apoptotique

Oncoprotéine de taille de 26 kDa.

Identifiée pour la premiere fois dans des lymphomes

de type B suite a une translocation t(14,18).

Protege contre I'apoptose induite par divers stimuli

dans de nombreux modeles cellulaires.

M. El Mouedden, UCL, Brussels
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Effet de la surexpression de Bcl-2 sur I'apoptose
(MDCK et LLC-PK1)

1. Demonstration de la 2. Démonstration de I'effet
surexpression de Bcl-2 anti-apoptotique de Bcl-2
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Effet de Bcl-2 sur 'apoptose induite par la
gentamicine 2

% of TUNEL (+) nuclel

bcl-2 (+) transfectants b bcl-2 (-) transfectants ¢
MDCK-cells 3.3+£1.0*8 21.0+£5.2
LLC-PK,-cells 54+29+8 229+1.3

a cells were exposed to gentamicin (2 mM) for 4 days

b cells transfected with a bcl-2 gene-containing vector

¢ cells transfected with a control vector

Statistical analysis:

* significantly lower than the bcl-2 (-) group (p <0.001)

8 not significantly different from untransfected cells not exposed to gentamicin
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Mecanisme d’activation des caspases

Prodomaine Grand domaine Petit domaine

¢ QACRG
s [
Proenzyme
Asp fx Asp fx

] + [ Hétérodimérisation

¢ Asp

Destruction des structures Dérégulation de protéines aboutissant
cellulaires (lamines, fodrine...) € * —p soit aleur inactivation (PARP...), soit a
leur activation Pro-interleukine 1f...)

Enzyme active

Inactivation d’inhibiteurs de I'apoptose (Bcl-2...)
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Effet de Bcl-2 sur I'activité des caspases
Induite par la gentamicine dans les cellules
MDCK &

gentamicin-treated cellsP

bcl-2 (+) bcl-2 (-)
controls cells ¢ untransfected cells transfectants transfectants ©
266.9+11.4 4444 +116* 290.3+5.2 4106 +129*

ausing DEVD-AMC as a substrate (this substrate is cleaved by caspases 3, 6, 7 and 8)
b cells incubated for 4 days with 2 mM gentamicin

¢ untransfected cells not exposed to gentamicin

d cells transfected with a bcl-2 gene-containing vector

e cells transfected with a control vector

Statistical analysis:

* significantly larger than control cells (p < 0.001) and than bcl-2(+) transfected cells
(p < 0.001)
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Effet de Z-VAD.fmk, un inhibiteur des caspases,
sur I'apoptose induite par la gentamicine dans les
cellules MDCK

gentamicin-treated cellsP

control cells 2 no Z-VAD.fmk b plus Z-VAD.fmk ¢

29+0.7 229+19* 1.4+0.6

% of TUNEL (+) nuclel

ano treatment (cells incubated with Z-VAD.fmk alone for the 2 last days of culture did not
show significant change in apoptotic index).

b cells were treated for 4 days with 2 mM gentamicin only.

¢ cells were treated for 2 days with 2 mM gentamicin and incubation was then carried on
in the same medium supplemented with 50 uM Z-VAD.fmk for 2 additional days .

Statistical analysis:
* significantly larger than control (p < 0.001).
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Effet de Z-VAD.fmk sur I'apoptose et |la
phospholipidose induite par la gentamicine dans
les cellules MDCK

i a -
2 A a, significantly larger than control.
20 | b, significantly lower than gentamicin

treated cells.
c, significantly larger than gentamicin
10 | treated cells.

% TUNEL (+) nuclei

Total lipid phosphorus
(% of controls)

C GM GM +
Z-VAD.fmk
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Conclusions de |la 3eme partie

L’hypothese d’une induction de I’'apoptose par inhibition de

la synthese protéique par les aminoglycosides est exclue.
Bcl-2 diminue I'apoptose induite par les aminoglycosides.

L’inhibition de I'activité des caspases par surexpression
de Bcl-2 ou par Z-VAD.fmk protege contre I'apoptose

Induite par les aminoglycosides.
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Conclusions générales
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Conclusions générales ()

1. Les aminoglycosides utilisés en clinique induisent de

I’apoptose aux doses thérapeutiques chez I'animal.

[] effet chez ’lhomme?

2. L’apoptose induite par les aminoglycosides chez I'animal
peut étre reproduite dans des modeles de cellules

en culture.

[] toxicite intrinseque des differents aminoglycosides?
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Conclusions générales (Il

3. L’apoptose induite par les aminoglycosides peut étre

modulée par Bcl-2 et des inhibiteurs de caspases.

(] effet chez I’'animal?

4. L’apoptose peut étre un marqueur précoce de la toxicite

cellulaire.

] evaluation de la toxicité cellulaire de nouvelles
molécules?

M. El Mouedden, UCL, Brussels 48



Remerciements ...

Ce travail a été soutenu par:

e Vaincre les maladies lysosomales, France
e |a Sociéte Belge d’infectiologie et de
microbiologie clinique (GlaxoWellcome grant)

« Hoechst Marion Roussel Belgium

10-07-2000 M. El Mouedden, UCL, Brussels 49



