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Le probleme : la pollution de I’eau

par les médicaments

D’apres I’Organisation de coopéra-
tion et de développement économiques
(0CDE), une augmentation drastique
de la consommation de médicaments
a été observée depuis le début des
années 2000. €n effet, la consomma-
tion d’antidiabétiques, d’antidépres-

! Mot anglais issu de I’hindi, apparu en 1910, qui désignait
intialement un rassemblement de scouts.
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seurs, d’antihypertenseurs et d’hypo-
cholestérolémiants a doublé entre les
années 2000 et 2005 [1]. N’étant pas
complétement métabolisés par le corps
humain, certains médicaments sont
rejetés dans les eaux usées. Ainsi,
plusieurs molécules ont été trouvées
en quantité importante dans les eaux
des effluents proches des hopitaux,
mais aussi dans les eaux de surface, la
concentration de chaque médicament

pouvant atteindre le microgramme par
litre [2]. Si ces quantités ne semblent
pas alarmantes, elles représentent
néanmoins un réel risque pour I’éco-
systeme, mais également pour I’étre
humain. D’une part, "accumulation
des antibiotiques dans les eaux contri-
bue a amplifier la résistance bacté-
rienne a ces molécules [3]. D’autre
part, ces substances menacent éga-
lement certaines especes aquatiques
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en inhibant leur développement ou
leur croissance, et provoquent des
changements de comportement chez
certaines d’entre elles [4]. Une étude
démontre également que, in vitro, le
développement de cellules embryon-
naires humaines dans un milieu conte-
nant une mixture de médicaments
présents dans les eaux usées est altéré
[5]. Enfin, peu d’études s’intéressent
aux expositions chroniques et a I"effet
synergique (bien qu’il soit établi) des
médicaments dans les écosystémes
proches des effluents des hopitaux,
deux parametres qui pourraient pour-
tant étre une cause majeure de toxi-
cité [6].

Notre projet avait pour objectif de
travailler sur la dégradation d’un
médicament utilisé en chimiothérapie
antitumorale, le méthotrexate (MTX).
La concentration de cet anticancé-
reux, mesurée dans certains effluents
d’h6pitaux, peut atteindre 4689 ng/
pl [7]. Ceci peut s’expliquer par le
fait que 60 a 90 % du MTX ingéré est
excrété dans les urines sous forme
active. De plus, il est rapidement
métabolisé en 7-OH-MTX, un composé
hautement toxique, qui n’a, quant a
lui, jamais été recherché dans les eaux
usées. A ce jour, peu d’études ont été
réalisées concernant les effets du
MTX dans I’environnement. Néanmoins,
I’apport de petites doses de MTX dans
I’habitat de poissons zebres altérerait
leur développement (nécrose de la
téte et probleme cardiaque congéni-
tal), pouvant aller jusqu’a I'arrét de
ce dernier [8, 9].

m/sn® 12, vol. 34, décembre 2018

Méthotrexate
(MTX)

Figure 1. Voie de biotransformation du méthotrexate dans €. coli. Les génes folc

Il n’existe pas aujourd’hui
de technique spécifique
ni efficace pour détruire
le MTX lors du traite-
ment des eaux usées
[10]. Nous proposions dans ce projet
une solution adaptée a ce probleme:
celle-ci est principalement fondée sur
I’expression, par une souche d’Esche-
richia coli, d’une carboxypeptidase
hétérologue, actuellement utilisée sous
forme purifiée pour lutter contre les
effets d’une intoxication au MTX chez
les patients traités par ce médicament
[11]. Nous avons congu notre systéme
synthétique de telle fagon qu’il soit
susceptible d’étre modifié et complété
par I'ajout d’autres voies de dégrada-
tion d’un large panel de molécules pro-
duites par I'industrie pharmaceutique.

La solution : « Methotrexit », une
usine bactérienne de nettoyage

« HeteroGenious »

Nous proposons un bioréacteur confiné
contenant une population de bactéries
€. coli modifiées capables de dégrader
les anticancéreux des eaux usées. Nous
avons synthétisé et exprimé dans €. coli
les génes codant pour deux enzymes,
la folylpolyglutamate synthase (FolC)
et la carboxypeptidase G2 (Cpg2) ; la
premiére ajoute une queue polyglu-
tamate au MTX et la seconde coupe
les liaisons amides de la molécule.
Uajout d’une queue polyglutamate au
MTX est susceptible d’augmenter sa
dégradation par des cellules exprimant
Cpg? [12, 13]. Cpg? est, quant a elle,
I’enzyme clé de notre systeme dans la
mesure ou elle permet la biotransfor-
mation du MTX en produits peu toxiques,
le glutamate et le DAMPA (2,4-diamino-
N10-methylpteroic acid-d3) (Figure 1).
Nos expériences ont montré que le MTX
était dégradé de maniére efficace apres

et cpg? ont été introduits dans la souche €. coli chdssis. Folc permet I'ajout d’un
glutamate a la molécule de MTX. Cpg?2 convertit le complexe MTX-glutamate en

DAMPA et en glutamate, métabolites peu toxiques.

seulement cing heures de culture en
présence de bactéries exprimant Cpg2.
Toutefois, I’expression de voies de bio-
transformation de composés toxiques
peut altérer la croissance bactérienne,
ce que nous avons observé dans le cas
des bactéries exprimant a la fois FolC et
Cpg?2. Pour résoudre cet obstacle, nous
avons développé un systeme permettant
I"apparition de deux sous-populations
bactériennes dont une n’exprime pas la
voie de dégradation et donc échappe a
sa toxicité (Figure 2A). Notre stratégie
se fonde sur un systeme présent dans la
souche de €. coli, EPEC [14]. Elle repose
sur I"expression des protéines Ler (LEE-
encoded regulator) et H-NS, respecti-
vement un activateur et un inhibiteur
de I'activité du promoteur lee5. Leeb
étant un activateur de la transcription,
les génes sous son contrdle (dans notre
cas, FolC-Cpg?2) seront activés ou répri-
més, selon son niveau d’activité. H-NS
est exprimé de fagon constitutive. Ainsi,
le contrdle du niveau d’expression de la
protéine Ler nous permet de déterminer
la proportion des deux sous-popula-
tions (Figure 2B). La preuve de concept
de cette stratégie a été testée avec le
geéne codant une GFP (green fluorescent
protein), protéine fluorescente verte.
Nous avons modélisé ce systeme : la
division du travail entre les bactéries
qui dégradent un toxique et celles qui
assurent le renouvellement de la popu-
lation peut permettre un maintien a
long terme de populations bactériennes
dépolluantes dans les cas de voies de
dégradation trés coliteuses pour le fit-
ness des bactéries.

Conclusion

Nous avons construit des souches
bactériennes capables de dégra-
der efficacement le MTX, ainsi qu’un
systeme synthétique permettant de
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Figure 2. Principe du systéme « HeteroGenious ». A. Lors de nos expériences, nous avons remarqué que la coexpression de folc et cpg?2 était toxique
pour nos bactéries. Pour éviter ce probléme, nous avons congu un systeme bimodal permettant la genése de deux sous-populations : I'une exprime la
voie de dégradation FolC-Cpg?2, I'autre ne I’exprime pas et reste donc insensible a sa toxicité, permettant de pérenniser le réservoir de bactéries. Cette
sous-population peut se diviser et engendrer a la fois des bactéries qui expriment, et d’autres qui n’expriment pas la voie de biotransformation du
méthotrexate. La seconde sous-population exprime folC et cpg? permettant la dégradation du méthotrexate. B. La construction de notre systeme dit
HeteroGenious est inspirée de I'article de H. Leh et al. [14]. La compétition entre deux facteurs de transcription régulant activité du promoteur Lee5,
répression pour H-NS et activation pour Ler, peut générer une hétérogénéité dans la population de bactéries. Les proportions respectives de ces deux

sous-populations peuvent étre définies en modifiant le niveau d’expression de Ler.

générer une division du travail dans
les populations bactériennes. Ce pro-
jet ouvre de nouvelles perspectives
dans le cadre de la lutte contre les
polluants issus des hdpitaux. Par
ailleurs, il offre aussi une autre

m/sn® 12, vol. 34, décembre 2018

perspective : en effet, les souches
ainsi générées pourraient peut-étre
constituer des probiotiques d’inté-
rét thérapeutique pour des patients
sous chimiothérapie souffrant d’une
intoxication au MTX. ¢

Methotrexit, a HeteroGenious cleaning
factory
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