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Introduction générale

Avec les vaccins, les antibiotiques sont considérés comme l'une des plus

grande avancée de la médecine moderne. Malheureusement, depuis quelques
années, ces antibiotiques perdent de leur efficacité en raison de l'apparition et la
dissémination de bactéries résistantes mettant en péril le rble essentiel joué par ces
thérapeutiques dans les pratiques médicales actuelles.
D’aprés le Centre Européen de Prévention et de Contréle des Maladies, ce
phénomeéne de résistance est responsable d’environ 30 000 déces par an et sera
responsable de 10 millions de déceés d’ici 2050 d’aprés I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS).

La bactérie gram-négative Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) fait
partie des bactéries ayant la capacité de développer facilement et propager des
souches multirésistantes, et est ainsi considérée par 'OMS comme étant une
bactérie hautement menacgante pour 'lhumanité. Etant capable d’adopter un mode de
croissance en biofilm, elle dispose d’'une arme redoutable pour lutter contre les
antibiotiques rendant son élimination difficile. A ce jour, I'évolution et la dissémination
rapide de souches résistantes dépassent le développement des antibiotiques, d’ou la

nécessité de développer de nouvelles stratégies antimicrobiennes.

Acteurs clés de la pathogenése, les facteurs de virulence apparaissent
comme une alternative prometteuse. En effet, ces facteurs de virulence contribuent a
I'établissement et la chronicité de linfection soit en endommageant I'héte soit en
permettant a la bactérie d’échapper a la réponse immunitaire. Ainsi, interférer avec
ces facteurs de virulence permettrait de « désarmer » les bactéries et donc de
réduire les dommages au sein de I'héte et contourner la résistance aux antibiotiques.
De plus, cette stratégie présente deux avantages de choix : de nombreux facteurs de
virulence ont une localisation extracellulaire, ce qui ne nécessite pas la pénétration
de la paroi cellulaire, et une préservation des voies de croissance bactérienne, ce qui

permet de réduire la pression sélective et de préserver les bactéries commensales.

Dans ce travail de thése, nous nous intéresserons a I'élastase LasB qui est

considérée comme I'un des facteurs de virulence les plus importants sécrétés par P.
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aeruginosa et nous aborderons les différents inhibiteurs de cette protéase en cours

de développement.
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Pseudomonas aeruginosa : profil d’une bactérie

opportuniste et préoccupante

1. P.aeruginosa: généralités

Décrite pour la premiere fois en 1882 par Carle Gessard, pharmacien francais,
P. aeruginosa ou bacille pyocyanique est une bactérie gram-négative opportuniste
en forme de batonnets d’environ 1 a 5 um de long et 0.5 a 1 ym de large. La majorité
des souches dispose d'un seul flagelle qui assure sa mobilité et produit des
antigénes thermolabiles (antigene H). Cette bactérie dispose également de pillis qui
permet sa fixation et ainsi la colonisation. Son enveloppe cellulaire est similaire a
celle des autres bactéries gram-négatives et se compose de trois couches: la
membrane cytoplasmique, la couche de peptidoglycane et la membrane externe. La
membrane externe est composée de phospholipides, de protéines et de

lipopolysaccharides (LPS)!.

Bien que cette bactérie soit a l'origine de la surinfection des plaies des soldats lors
de la premiere guerre mondiale, elle a surtout émergée comme un agent pathogéne
opportuniste majeur dans les années 1960-1970 notamment avec le développement
de I'hospitalisation et des techniques invasives d’exploration. On retrouve P.
aeruginosa dans de nombreux environnements, en particulier dans les
environnements hydriques (égouts, lacs, piscines...). On distingue deux types de
contamination : une contamination directe a partir des réservoirs environnementaux
et une contamination indirecte via le matériel médicale ou le personnel soignant ;
I'hépital représente donc une niche favorable au développement de cette bactérie

(douches, toilettes, endoscopes, respirateurs, nébulisateurs...)?.

P. aeruginosa est doté d’'un des génomes les plus grands parmi ceux des espéces
bactériennes (5,5 a 7 Mbp, 4,6 Mbp chez Escherichia Coli, 4,4 Mbp chez
Mycobacterium tuberculosis)i®l. Celui-ci code une grande proportion de facteurs de
virulence qui permettent a cette bactérie de s’adapter assez facilement aux divers

environnements hostiles et d’'infecter différents hotes.
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2. P.aeruginosa: ses facteurs de virulence, leurs réles dans la
pathogenése et leurs régulations
La virulence des agents pathogénes implique leur capacité a infection I'héte et
a provoquer des symptémes cliniques via les différentes facteurs de virulence, qui
selon leur nature, contribuent & la fixation, a la colonisation et a I'invasion de I'héte, a
l'interruption de l'intégration des tissus de I'héte, a la suppression de la réponse
immunitaire de I'hGte et a I'évasion de celle-ci, ainsi qu’a I'épuisement des nutriments

de I'hote 1461,

L’'une des particularités de P. aeruginosa est sa capacité a adopter deux modes de
vie radicalement différents et ces derniers vont conduire a deux modes d’infections
différents : des infections aigues versus des chroniques. En effet, dans les infections
aigues, la bactérie est agressive et mobile, et utilise ses toxines et enzymes pour
infliger des dégats au sein de I'néte. Alors que lorsqu’elle induit des infections
chroniques, elle est plutdt immobile et adopte un mode de croissance en biofilm, et
induit des dégats utilisant le systeme immunitaire de son héte. Par conséquent, on
va distinguer des différences dans la sécrétion de ces facteurs en fonction du stade

de l'infection.

Les nombreux facteurs de virulence de P. aeruginosa peuvent étre divisés en deux
catégories principales, a savoir ceux liés a la paroi bactérienne et ceux qui sont
sécrétés par la bactérie. Les facteurs de virulence liés a la paroi bactérienne
interviennent notamment dans l'attachement et la colonisation, on retrouve par
exemple le flagelle, le pili de type IV et les lectines tandis que ceux qui sont sécrétés
sont responsables des lésions cellulaires et tissulaires provoqués au sein de I'héte,
et on retrouve par exemple les enzymes lytiques et les toxines. De plus, comme
décrit précédemment, P. aeruginosa est doté d’'un autre mécanisme de virulence
consistant en la formation de biofilms. Le biofilm est une mode de croissance dans
lequel les bactéries sont immobiles et s’agrégent dans des substances polymériques
extracellulaires, leur permettant de contourner des conditions défavorables comme
par exemple les carences en nutriments, les fluctuations de température ou I'action
des antibiotiques!”.. Les principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa sont

présentés sur la figure ci-dessous (Figure 1).
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Figure 1 : Les facteurs de virulence de P. aeruginosa, issue de Liao et al.l?l. Les facteurs de
virulence de P. aeruginosa sont divisés deux catégories principales : les éléments de la paroi
bactérienne et les facteurs sécrétés. Les structures de surface bactériennes comprennent des
appendices de surface comme les pili de type IV et les flagelles, des composants de la
membrane externe comme le lipopolysaccharide et cing systémes de sécrétion (T1SS, T2SS,
T3SS, T5SS et T6SS). Les facteurs sécrétés sont illustrés dans les cases noires.

A) Les facteurs de virulence liés a la paroi bactérienne

Parmi les éléments de la paroi bactérienne impliqués dans la virulence, on
retrouve trois principaux composants : les appendices de surface tels que les pilis de
type 1V, les flagelles et les lectines, les composants de la membrane externe comme
le lipopolysaccharide ainsi que les différents systemes de sécrétion. Leurs rdles

respectifs dans la pathogenése sont décrits dans le tableau ci-dessous (Tableau 1).

Tableau 1: Les facteurs de virulence liés a la paroi bactérienne et leurs rbéles dans la
pathogenése

Facteurs de

Catégories Réle dans la pathogenese

virulence
Fixation aux cellules hoétes, motilité
Pili de type IV (twitching et swarming) et formation de
Appendice de biofilm
surface
Motilité (swarming), adhésion et formation
Flagelle

de biofilm
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Lectines A et B
(LecA et LecB)

Adhésion et formation de biofilm

Composant de la

membrane externe Lipopolysaccharide

Stimulation de la réponse inflammatoire de
'héte et évasion via une résistance a la
phagocytose

Type 1 (T1SS)

Type 2 (T2SS)

Systéme de Type 3 (T3SS)

sécrétion

Type 5 (T5SS)

Type 6 (T6SS)

Sécrétion de protéases alcalines, absorption
de I'héme et utilisation du fer

Sécrétion d’enzymes lytiques

Injection d’effecteurs virulents dans les

cellules hotes

Sécrétion de protéines liées a I'adhésion et
a la formation de biofilm

Distribution de toxines aux bactéries
voisines, translocation d’effecteurs vers les
cellules hotes et formation de biofilm

B) Les facteurs de virulence sécrétés

Les facteurs de virulence sécrétés par P. aeruginosa peuvent étre classifiés

en 4 groupes : les exopolysaccharides, les sidérophores, les protéases ainsi que les

différentes toxines produites. Comme précédemment,

leurs fonctions respectives

sont décrites dans le tableau ci-dessous (Tableau 2).

Tableau 2 : Les facteurs de virulence sécrétés et leurs réles dans la pathogenese

Facteurs de

Catégories _ Réle dans la pathogenése
virulence
EXO- Alginate
_ Adhésion, évasion et formation de biofilm
polysaccharides Pel et Psl

Pyoverdine (Pvd)
Sidérophores

Pyochéline (Pch)

Croissance, survie et virulence des bactéries

Protéase alkaline
(AprA)

Protéases

Régulation du quorum sensing et protection

des bactéries contre les défenses de I'h6te
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Elastases A et B
(LasA et LasB)

Protéase de type IV

Dégradation des protéines du tissu de I'hbte,
dégradation des composants du systéeme
immunitaire, induction de dommages au sein

de I'hote et formation de biofilm
de [I'néte

intervenant dans la réponse immunitaire de

'hoéte

Dégradation des protéines

Exotoxines S, T, U et
Y (ExoS, ExoT, ExoU
et ExoY)

Exotoxine A (PEA)

Exolysine (ExIA)

Toxines
Phospholipase

hémolytique C (PLC)

Leukocidine

Pyocyanine (PCN)

Perturbation du cytosquelette d’actine de
I'héte et induction de I'apoptose de la cellule

héte

de

conduisant a la mort cellulaire

Inhibition la synthése protéique

Formation de pores dans la membrane de la

cellule héte

Dégradation du surfactant phospholipidique

et destruction des cellules hotes

Inhibition des fonctions immunitaires de

'hote

Suppression de la réponse immunitaire et
induction d’effets cytotoxiques aux cellules

hétes

Ces mécanismes de virulence sont régulés par des réseaux complexes et

dynamiques ; la majeure partie des facteurs de virulence étant sous le contréle du

quorum sensing (QS)?1%, QS est un systéme de communication, qui est basé sur la

diffusion de petites molécules et qui dépend de la densité bactérienne et de divers

signaux environnementaux. Ces petites molécules sont essentielle car, en fonction

de leur quantité, elles entrainent I'activation ou la répression de génes et permettant

ainsi aux bactéries de coordonner leur comportement vis-a-vis d’'un environnement

particulier1],

Chez P. aeruginosa, le QS est formé de quatre voies : las, rhl, igs et pgs, qui

comprennent respectivement les récepteurs LasR, RhIR, IgsR et PgsR et qui utilisent

respectivement des auto-inducters, a savoir N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine
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lactone (OdDHL), N-butanoyl-L-homoserine lactone (BHL), 2-(2-hydrophenyl)-
thiazole-4-carbaldehyde (IQS) et 2-heptyl-3-hydroxy-4(1H)-quinolone (PQS). Chaque
voie contient une enzyme a activité synthase qui, en fonction de divers signaux
environnementaux (faibles niveaux de fer, d’'oxygene, de phosphate...), conduit a la
production d’un auto-inducteur et d’'une protéine réceptrice de transcription.
Lorsque la concentration de l'auto-inducteur atteint un certain seuil, elle active la
protéine réceptrice transcriptionnelle permettant au réseau de contréler la production
de nombreux facteurs importants pour la croissance et la virulence de la bactérie
(Figure 2).
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Figure 2: Représentation schématique des quatre voies de signalisation du QS chez P.
aeruginosa, leur régulation respectives et le réle de chaque réseau sur la sécrétion des
facteurs de virulence, issue de Lee et al.l'?. Les quatre réseaux de signalisation incluent
respectivement les récepteurs LasR, RhIR, IgsR et PqsR, les auto-inducteurs OdDHL, BHL, 1QS
et PQS, ainsi que les facteurs de transcription Lasl, Rhll, AmbBCDE et PqsABCD. Les fleches
indiquent un effet stimulant tandis que la ligne muni d’un point indique un effet inhibiteur.
Dans chaque boxe représentée en pointillés se trouvent les facteurs de virulence et les
systemes QS associés.

Ainsi, le QS joue un rble clé dans les mécanismes de virulence associés a P.
aeruginosa, notamment en régulant la libération de multiples facteurs de virulence
(enzymes lytiques, toxines, rhamnolipides...) et en favorisant la maturation des

biofilms et par conséquent la résistance.

20



3. P.aeruginosa: épidémiologie

P. aeruginosa est peu pathogéne chez le sujet immunocompétent bien qu'il
puisse étre responsable d’infections communautaires bénignes telles que des
surinfections de plaies, des otites externes ou des folliculites. Cependant,
I'affaiblissement du systéme immunitaire révele son caractére opportuniste et cette
bactérie représente un réel danger pour ces patients immunodéprimés. P.
aeruginosa est notamment responsable d’infections nosocomiales pouvant étre
mortelles, d’infections chez les patients souffrant de pathologies pulmonaires
chroniques et est notamment lié intimement a la mucoviscidose, et d’infections chez

les patients immunodéprimésfsl,

A) Infections nosocomiales

Cette bactérie est des causes les plus fréquentes d’infections nosocomiales,
et on estime que P. aeruginosa est le quatriéme pathogene le plus fréquemment
rencontré dans les hopitaux européens et est responsable d’environ 7-9% des
infections nosocomiales!!#-1¢l, Parmi les infections nosocomiales, on la retrouve
principalement les pneumonies (bactérie gram négative la plus fréquemment
retrouvée), et dans de moindres proportions dans les infections urinaires, les
infections post chirurgicales et les bactériémies. Selon une étude publiée en 2017,
cette bactérie était responsable de 16% des infections en soins intensifs, avec une
source respiratoire comme étant le site plus fréquent des infections a P.
aeruginosal'’l., Par exemple, ce pathogéne est retrouvé dans 10 a 20% des cas de
pneumonies associées a la ventilation mécanique (PAVM) chaque année, l'infection
nosocomiale la plus fréquente en réanimation, derriére Staphylococcus aureusf6.18l,
Ces PAVMs secondaire a P. aeruginosa sont problématiques puisque la mortalité
associée est estimée entre 32 et 43% avec des codts associés trés importants!16l.

Ce pathogéne est fréequemment retrouvé dans les infections nosocomiales des voies
urinaires, en particulier celles liées aux cathéters, il est a l'origine de 16% des
infections urinaires en unités de soins intensifs et est responsable d’environ 10% des
infections urinaires liées aux cathéters!!l. Ces infections urinaires peuvent conduire
a des complications de type bactériémie avec un taux de mortalité associé assez
important d’environ 15%[1°l.

Outre les pneumonies et les infections urinaires, P. aeruginosa est 'une des causes
principales d’infections et de septicémie chez les patients souffrant de brdlures,

conduisant trés fréquemment au décés des patients[*®. Elle représente également
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environ 6% des infections de sites chirurgicaux notamment lors de chirurgies
mammaires et cardiaquesl'®l. Lorsque que ces infections se compliquent, elles
conduisent a des bactériémies ; ces derniéres sont associées a des taux élevées de

mortalité, ces taux étant estimés entre 43 et 59%!18],

B) Mucoviscidose

Conséquence de mutations du gene CFTR, la mucoviscidose est une maladie
génétique qui touche principalement les voies respiratoires et le systeme digestif et
qui se caractérise par des sécrétions visqueuses au niveau de ces organes. Ces
patients vont étre sujets aux infections en raison de leur mucus épais et collant qui
obstrue leurs voies respiratoires ; les infections a P. aeruginosa étant parmi les
infections les plus courantes avec une prévalence d’environ 30%1?%. L'age est un
facteur aggravant, puisqu’on retrouve cette bactérie chez 14% des enfants contre
47% chez les adultes souffrant de mucoviscidose en Europel?1.
Ces patients vont, dans la majorité des cas, souffrir d’infections chroniques a P.
aeruginosa car les bactéries vont adopter un mode de croissance en biofilm, rendant
ainsi leurs éliminations difficiles, constituant ainsi une cause majeure de morbidité et

mortalité[22,

C) Infections chez les immunodéprimeés
Ce pathogene est redoutable chez les patients immunodéprimés, en

particulier chez ceux atteints de neutropénies. Par exemple, P. aeruginosa est a
lorigine de 17% des bactériéemies a Gram négatif chez les patients souffrant
d’hémopathies malignesl'®l. Les patients transplantés représentent également une
population a risque vis-a-vis des infections a cette bactérie ; la mortalité imputable
aux bactéries a P. aeruginosa étant estimée a 50% chez les patients ayant subi une
transplantation pulmonaire ou de cellules souches!?3. Elle est également I'une des
principales bactéries responsables d’infections chez les patients brllés (environ

14%), derriére Staphylococcus aureus (environ 55%)24l,
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4. P. aeruginosa: traitement
La prise en charge des infections a P. aeruginosa repose sur ['utilisation

d’antibiotiques, et quatre grandes classes sont couramment utilisées!?®! :

les B-lactamines qui bloquent la synthése de la paroi cellulaire bactérienne

les aminosides qui inhibent la synthese protéique bactérienne

les quinolones qui empéchent la réplication de ’ADN bactérien

les polypeptides qui perturbent la membrane cellulaire bactérienne

a) Les B-lactamines
La famille des B-lactamines est constituée de composés dont la structure

chimique est articulée autour d’'un noyau B-lactame. Parmi les 3-lactamines actifs sur
P. aeruginosa, on retrouve les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénemes et
les monobactames qui sont utilisés dans le traitement des infections a P. aeruginosa.
Parmi les pénicillines présentant une activité sur cette bactérie, on retrouve la
ticarcilline et la pipéracilline qui sont la plupart du temps associés a des inhibiteurs
de B-lactamases comme le tazobactam.

Concernant les céphalosporines, P. aeruginosa est sensible a la ceftazidime (3°me
génération), a la céfopérazone (3m¢ génération), a la céfépime (4™ génération) et a
la ceftolozane (5°™M¢ génération).

L’'imipénéme (en association avec la cilastine, inhibiteur de la déhydropeptidase
rénale) et le méropénéme sont deux carbapénémes efficaces contre les infections a
P. aeruginosa. Enfin, ce pathogéne présente également une sensibilité a

I'aztréonam, principal monabactame utilisé en clinique (Figure 3).
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Figure 3 : Structures chimiques des pénicillines utilisées dans les infections a P. aeruginosa

Ces antibiotiques inhibent la synthese de la paroi cellulaire en agissant sur la
formation d’'un composant essentiel aux bactéries : le peptidoglycane. La formation
de ce peptidoglycane est médiée par des transpeptidases, transglycosylases et
carboxypeptidases, et celles-ci sont les protéines cibles des [(-lactamines. Ces
enzymes sont également appelées Protéines Liant les Pénicillines (PLP)[?8l, Les B-
lactamines vont exercer leurs effets par analogie structurale a un composant

essentiel a la formation du peptidoglycane et qui est substrat naturel de ces
enzymes : le motif D-alanine—D-alanine (Figure 4).

H
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. 4—N /
O z
CO,H CO,H
acyl-D-Ala-D-Ala B-lactamines
(précurseur) (pénicilline)

Figure 4 : Analogie structurale précurseur peptidoglycane — B-lactamine

Ces composés se comportent comme des substrats suicides, ils se fixent de fagon
covalente dans le site actif des transpeptidases, y subissent I'action de celles-ci au
niveau du cycle B-lactame entravant leur fonctionnement, bloquant ainsi la synthése

du peptidoglycane et conduisant finalement a la lyse bactériennel?l (Figure 5).
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acide N-acétylmuramique N-acétylglucosamine

Figure 5 : Représentation schématique du mécanisme d’action des B-lactamines, adaptée de
Sawa et al.[?]

b) Les aminosides
Les aminosides sont des molécules naturellement produites par des souches

de Streptomyces ou d’Actinomyces, constituées d’un cycle central aminocyclitol relié
a un ou plusieurs hexoses. L’amikacine, la gentamicine et la tobramycine sont les

trois composés de cette classe étant utilisés contre cette bactérie (Figure 6).
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Figure 6 : Structures chimiques des aminosides utilisés dans les infections a P. aeruginosa

De par leurs structures polycationiques, ces molécules se lient au squelette
polyphosphate de 'ARN ribosomal 16s au niveau de la sous-unité 30S. Cette liaison
entraine des erreurs de codage qui conduisent a une mauvaise traduction de ’TARNm
en protéine et donc a la formation de protéines malfodées, mal traduites. Ces
protéines vont s’accumuler et s’incorporer a I'enveloppe bactérienne provoquant la

mort des bactéries!?829 (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique du mécanisme d’action des aminosides, adaptée de
Kohanski et al.[?®]

C) Les quinolones
P. aeruginosa présente également une sensibilité aux quinolones et

notamment aux fluoroquinolones, qui comme leur nom lindique, contiennent un
noyau quinolone (Figure 8). Parmi les molécules utilisées, on retrouve la
ciprofloxacine, la péfloxacine (2°™e génération de quinolones et 1% génération de
fluoroquinolones) et la Iévofloxacine (3°™ génération de quinolones et 2¢me

génération de fluoroguinolones).
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Figure 8: Structures chimiques des fluoroquinolones utilisées dans les infections a P.
aeruginosa

Ces antibiotigues perturbent la réplication de I'ADN bactérie en inhibant deux
enzymes qui jouent un rble clé dans les processus d’enroulements et
désenroulements de '’ADN bactérien afin de faciliter I'action de ’ADN polymérase : la
topoisomérase Il (également appelé ADN gyrase) et la topoisomérase V. Ceci induit
des cassures doubles brins de 'ADN et celles-ci entrainent une réponse SOS. Cette

réponse conduit a des meécanismes de réparation de 'ADN impliquant des ADN

26



hY

polymérases de basse fidélité, conduisant a des mutations mortelles et donc
aboutissant a la mort cellulairel?8! (Figure 9).
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Figure 9: Représentation schématique du mécanisme d’action des quinolones, adaptée de
Kohanski et al.[?®]

d) Les polypeptides
Comme leur nom l'indique, ce sont des structures polypeptidiques cationiques

constituées d’'un noyau heptapeptidique, d’unités d’acide diaminobutyrique et d’'une
chaine exocyclique acylée par un résidu d’acide gras (Figure 10). La polymyxine B et

la colistine (polymyxine E) sont utilisées dans le traitement des infections a P.

aeruginosa.
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Figure 10 : Structures chimiques des polypeptides utilisés dans les infections a P. aeruginosa
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Ces composés cationiques agissent sur la membrane cytoplasmique. Ills vont
interagir, par I'intermédiaire d’une interaction électrostatique, avec le LPS anionique.
Par le biais de cette interaction, ils s’incorporent entre les différentes couches
(lipidiques et protéiques) de la membrane et induisent une rupture de lintégrité
osmotique. Ce phénoméne entraine la genése de pores par le déplacement d’ions
calcium et magnésium conduisant a des anomalies d’échanges provoquant de gros

dysfonctionnements et ainsi la mort des bactériesB% (Figure 11).
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Figure 11 : Représentation schématique du mécanisme d’action des polypeptides, adaptée de
Sabnis et al.[3¥

Malheureusement, I'apparition de résistances aux antibiotiques fait, de maniére quasi
systématique, suite a leurs utilisations en clinique. De plus, peu de nouvelles classes
d’antibiotiques ont vu le jour depuis les années 1960, hormis les lipopeptides et
oxazolidinones dans les années 2000, et les bactéries développent des mécanismes

bY

de résistance de plus en plus sophistiqgués résultant en leur capacité a résister a

plusieurs classes d’antimicrobiens, notamment P. aeruginosa.
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5. P. aeruginosa: résistance

a) Epidémiologie

Ces derniéres années, la prévalence des souches résistantes de P.
aeruginosa a augmenté de facon conséquente, avec des taux compris entre 15 et
30% dans certaines zones géographiques®Y. D’aprés une étude publiée en 2019, en
Europe, la résistance aux antbiotiques concernant P. aeruginosa était associée a
43800 déces et 10800 directement attribués a celle-ci®*2. De plus, selon le Centre
européen de prévention et de contrdle des maladies, les fluoroquinolones
présentaient le pourcentage de résistance le plus élevé (18,9 %), suivies par
'association pipéracilline-tazobactam (16,9 %), les carbapénémes (16.5 %), la
ceftazidime (14,3 %) et les aminosides (11,5 %) en 2019l || a également été
observé que 12% des isolats testés présentaient une résistance a plus de trois

classes d’antibiotiques (Tableau 3).

Tableau 3: Nombre total d'isolats invasifs de P. aeruginosa testés et pourcentage d'isolats
présentant un phénotype résistant en 2019 adapté de I'ECDC®!

L Nombre d’isolats % d’isolats avec un
Antibiotiques ) ) ) ) .
invasifs testés phénotype résistant
Fluorogquinolones 20 273 18,9
Pipéracilline-Tazobactam 19355 16,9
Carbapénémes 20127 16,5
Ceftazidime (C3G) 19849 14,3
Aminosides 20109 11,5

Comme vu précédemment, les patients atteints de mucoviscidose développement
tres facilement des infections a P. aeruginosa. Ainsi, cette résistance va conduire a
'apparition d’infections chroniques chez ces patients, et il a été estimé qu’environ
30% des patients atteints de mucoviscidose en Europe étaient chronique infectés par

P. aeruginosa en 201734, et environ 28% aux Etats-Unis en 2019133,

b) Mécanismes de résistance

Les mécanismes de résistances aux antibiotiques peuvent étre divisés en trois

catégories : intrinséque ou naturelle, acquise et adaptative.
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¢ Intrinseques
La résistance intrinséque une résistance naturelle a un ou plusieurs antimicrobiens.
Elle survient lorsqu’il existe une expression inductible ou basal de génes qui
protegent contre les agents toxigques, ou lorsque ces derniers ne peuvent pas
atteindre leurs cibles au sein de la bactérie.

Concernant P. aeruginosa, sa faible perméabilité de sa membrane externe est I'un
de ses mécanismes de résistance naturelle. Cette faible perméabilité provient de la
présence de porines, qui régulent notamment la diffusion des antibiotiques de nature
anionique comme les B-lactamines. Par exemple, OprD est une porine spécifique de
la membrane externe de P. aeruginosa impliguée dans la diffusion des

carbapénéemes!sl.

Un autre mécanisme de résistance intrinseque chez P. aeruginosa provient de
'expression de pompes defflux. Ce systeme defflux permet d’expulser du
cytoplasme les molécules toxiques capables de perturber ou désorganiser la
membrane cytoplasmique. Les substrats de ces pompes d’efflux de P. aerugonosa,
comprennent de nombreux antibiotiques comme les B-lactamines, les aminosides ou
encore les fluoroquinolones. P. aeruginosa utilise les pompes d’efflux RND
(resistance nodulation-cell division) comme principaux acteurs d’efflux d’antibiotiques
dont quatre sont relevantes cliniguement par leur contribution a la virulence, au
guorum sensing et la résistance aux antibiotiques : MexAB-OprM, MexCD-OprJ,
MexEF-OprN et MexXY-OprMI[E7,

Le troisieme mécanisme consiste en la production d’enzymes inductibles capables
d’'inactiver certains antibiotiques. P. aeruginosa, posséde des [-lactamases
chromosomiques comme notamment 'AmpC, qui comme leurs noms l'indiquent,

hydrolysent certaines B-lactamines!®®! (Figure 12).
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A) Activation Sérine B) Formation de I'intermédiaire C) Formation de l'intermédiaire
et acylation tétraédrique acyl-enzyme
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Figure 12 : Représentation schématique du mécanisme d’hydrolyse des B-lactamines par les §3-
lactamases a sérine, adaptée de Tooke et al.[%8

e Acquise

La résistance acquise est la conséquence de gains de fonction, soit via des
mutations ou soit via un transfert horizontale de génes de résistance.

Le premier mécanisme acquis issus d’un transfert horizontal de génes consiste en
I'acquisition de B-lactamases ; P. aeruginosa étant 'un des pathogénes possédants
la plus grande diversté de B-lactamases acquises!®d. Par exemple, cette bactérie
peut acquérir des B-lactamases a spectre étendu (BLSE) comme KPC, TEM et OXA,
et des métallo-B-lactamases comme IMP, VIM et NDM ; celles-ci conférant une
résistance plus importante aux B-lactamines comparée a la céphalosporinases
AmpC. Comme leur nom l'indique, les métallo-B-lactamases utilisent un ou deux
atomes de zinc dans leurs sites actifs pour catalyser I'hydrolyse des [-lactamines,
contrairement aux B-lactamases qui, elles, utilisent une sérine.

Un autre mécanisme provenant d’un transfert horizontal de génes est I'acquisition
d’enzymes capables de modifier la structure chimique des aminosides, notamment
au niveau des groupements hydroxyles et amines, conduisant a une diminution de

I'affinité de ces antibiotiques pour leur cible!*®l. Parmi celles-ci, on retrouve des N-
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acétyltransférases, des O-nucléotidyltransférases et des O-phosphoryltransférases
(Figure 13).
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Figure 13 : Représentation schématique de I'action des enzymes modifiant les aminosides
(amikacine), adaptée de Becker et al.l*0

Cette résistance peut étre également acquise suite a des mutations de novo,
entrainant des modifications des porines ou des cibles de certains antibiotiques, la
surexpression de pompes d’efflux et de B-lactamases. Par exemple, des mutations
d’OprD et de 'ADN gyrase chez P. aeruginosa conferent une résistance aux

carbapénémes et aux quinolones, respectivement [41.42],

e Adaptative
La résistance adaptative résulte de mécanismes qui sont induits par des stimuli
extérieurs. Elle implique souvent des voies de régulation et conduit a une
modification de l'expression de genes, des changements dans la synthése de
protéines, et des altérations des cibles des antibiotiques*3l. Contrairement a la
résistance acquise, elle est transitoire et instable. En effet, elle n’est pas permanente
et devient «inactive » lorsqu'on supprime [I'élément déclencheur. Chez P.
aeruginosa, la production de biofilm est la stratégie la plus importante pour acquérir

une résistance adaptative aux antibiotiques!*4l.
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Ainsi, P. aeruginosa dispose d’un arsenal important pour devenir résistante aux
antibiotiques, et nous ne connaissons probablement la partie émergée de l'iceberg.
Face a cette bactérie hautement menacgante pour I'espéce humaine, de nouvelles
stratégies ont été récemment décrites pour lutter contre ce fléau dont une qui
consiste a cibler la virulence, notamment face a son implication dans la pathogenese
et la résistancel®>64%], En effet, celle-ci semble prometteuse puisqu’elle consiste a
neutraliser un ou plusieurs facteurs de virulence et non a éliminer la bactérie, ce qui
permet de diminuer la pression sélective et ainsi le risque d’apparition de résistance.
Chez P. aeruginosa, I'élastase LasB est considéré comme l'un des acteurs clés du

processus de virulence et apparait donc comme une cible thérapeutique de choix[46l.
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Il) L’élastase LasB : une cible attractive pour lutter contre P.

aeruginosa

1. Production et régulation

L’élastase LasB, ou pseudolysine, est une métalloprotéase (cofacteurs
Zn?*/Ca?*) extracellulaire sécrétée par P. aeruginosa qui appartient au groupe des
thermolysines (M4). Elle est produite sous forme d’une préproélastase composée de
trois domaines peptidiques : un prépeptide N-terminal (prépeptide signal, acide
aminé 1-23), un propeptide (acide aminé 24-197) qui sert de chaperon
intramoléculaire pour le domaine C-terminal (acide aminé 198-498), qui code pour
I'élastase mature (33 kDa) ¢! (Figure 14).

Site Donneur de
. . catalytique proton
Prépeptide Pont Glu His Pont
signal disulfure i 223 isulfure
l Cys35-Cyssg CyS570-CySae
BTN e [ Pepsy
0 24 Propeptide 198 Elastase mature 498
(1) (301)

Figure 14 : Représentation schématique de la préproélastase, adaptée d’Everett et al.l*?l, Le
prépeptide N-terminal est représenté en rouge, le propeptide en vert avec les sous-domaines
chaperon (FTP) et inhibiteur d’élastase (PepSY), et I’élastase mature en bleu. Les résidus
lysine soumis a une modification post-traductionnelle sont représentés par des points rouge
foncés, les positions des cystéines impliquées dans les deux ponts disulfures sont
représentées par des points jaunes. Les sites de liaison au calcium sont représentés en gris,
les sites de liaison au zinc en bleu turquoise, et les sites catalytiqgue et donneur de proton en
rouge.

Comme décrit précédemment, la régulation de I'expression de LasB est sous le
contrdle du systtme QS (Figure 2). Situé au sommet du systeme QS de P.
aeruginosa, LasR est capable d'activer les trois autres voies (IgsR, PgsR et RhIR) et
pourrait représenter une cible prometteuse. Cependant, ces systemes
communiquent et ont la capacité de s'activer mutuellement et peuvent donc
contrecarrer l'inhibition de LasR. Par exemple, la production de LasB peut se faire
par une deuxieme voie directe : le réseau RhIR-RhIl (Figure 15). Ainsi, d'autres
systemes QS peuvent indirectement induire I'expression de LasB, comme IgsR et

PgsR, IgsR régulant PgsR qui, a son tour, régule RhIR (Figure 15).
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Figure 15: Représentation schématique de la régulation de I'expression de LasB, adaptée
d’Everett et al.[*d

2. Structure, activités et roles biologiques

a) Structure

La structure tertiaire de LasB, résolue par Thayer et ses collégues en 1991147],
est trés proche de celle de la thermolysine ; d’ou son appartenance au groupe M4.
Elle dispose d’'un atome de zinc et un atome de calcium qui sont essentiels pour son
activité et sa stabilité. Le site actif est recouvert de deux hélices qui fournissent les
résidus liant le zinc (His140, Hisl44 et Glul64). Ainsi, le zinc adopte une
conformation tétraédrique via ces trois résidus et notamment grace a une interaction
supplémentaire avec une molécule d’eau ou un ligand (Figure 16A). Le site actif est
composé de deux poches, S1’ et S2°. Comme elle contient 'atome de zinc et les trois
résidus qui le lient, la poche S1' est présentée comme la poche principale
d’interaction. Méme si sa partie externe, proche du zinc, est hydrophile, elle est en
grande partie de nature lipophile grace a la présence de résidus aliphatiques
(Leul32, 1le186 et 11e190) qui la bordent. Elle dispose également d’'une sous-poche
étroite mais profonde. Concernant la poche S2’, elle est plus large que S1’ mais est
plutot externel*® (Figure 16B).
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His144

-

Figure 16 : Description structurale du site actif de LasB, issue de Camberlein et al.*®! (PDB :
1EZM). (A) Coordination tétraédrique de I’'atome de zinc (boule grise) par les résidus His140,
His144, Glu164 et une molécule d’eau (boule rouge). (B) Visualisation des surfaces des poches
S1’ (rose) et S2’ (vert).

b) Mécanisme catalytique

LasB est un acteur pivot du processus de virulence chez P. aeruginosa par sa
capacité a cliver un spectre trés large de substrats*®l. Ces derniers sont clivés selon
le mécanisme catalytique présenté sur la figure ci-dessous (Figure 17). L’acide
carboxylique d’un résidu aspartate se lie a la molécule d'eau par des interactions de
liaison hydrogéne et l'active (A), facilitant son attaque nucléophile sur le groupe
amide du substrat (B). Cette attaque conduit a la formation d'un intermédiaire
oxyanionique, stabilisé par la coordination du zinc (C). A la suite d'un réarrangement
protonique, cet intermédiaire est dégradé (D), ce qui régénere l'enzyme a l'état
fondamental et libére I'amine et I'acide carboxylique de la liaison amide, conduisant a

l'inactivation du substrat (E) [461.
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Figure 17 : Mécanisme catalytique hypothétique d’hydrolyse de substrats par LasB, adaptée
d’Everett et al.[*6]

c) Substrats clivés par LasB

Au sein de son hoéte, P. aeruginosa est capable de cliver, par I'intermédiaire
de LasB, trois catégories de substrats: des composants structuraux, des

composants du systeme immunitaire et d’autres composants.

e Composants structuraux
L’endommagement de composants structuraux par LasB favorise l'invasion et la
colonisation de I'h6te. Cette enzyme a la capacité de dégrader trois éléments
majeurs de la matrice extracellulaire : I'élastine, les collagénes llI-1V et la laminine,
conduisant a une lyse de la matrice et donc a la perte de l'intégrité des tissus/*?. De

plus, LasB peut cliver le complexe uPar-vitronectine et la VE-cadhérine qui

37



participent a Il'adhésion cellulaire et a [I'établissement des jonctions serrées,
respectivement. Ceci aboutit donc a une perte de I'adhérence cellulaire et a une

augmentation de la perméabilité épithéliale!>°511,

e Composants du systeme immunitaire
En neutralisant de nombreux éléments du systeme immunitaire de I'héte, LasB
facilite 'échappement immunitaire. Premiérement, cette élastase dégrade certaines
immunoglobulines (Ig) comme les IgA et les I1gG, réduisant I'opsonisation et donc la
phagocytose bactériennel®?. De plus, elle peut altérer I'immunité a médiation
cellulaire (TNF-a et IFN-y) et la réponse cellulaire (CD-4)354, Deuxiemement, LasB
participe a l'installation d’un terrain inflammatoire en activant I'interleukine IL-1B[].
En parallele, certaines interleukines peuvent étre inactivées par cette enzyme
comme [I'lL-2, I'lL-6 et I'IL-8, aboutissant respectivement, a [linhibition de la
prolifération lymphocytaire, au blocage de la réparation des cellules épithéliales et a
la perturbation du recrutement des neutrophiles sur les sites inflammatoires
(chimiotactisme des neutrophiles)®®571. Ensuite, I'élastase a la faculté de cibler des
éléments de I'immunité innée tels que le systéme du complément!®8l, les collectines
SP-A/SP-D du surfactant pulmonairel®%-% et le peptide antimicrobien LL-37[61. Enfin,
elle perturbe I'élastase des neutrophiles humains (HNE) en ciblant I'antiprotéase a1,

qui lutte normalement contre la virulence bactériennel®2l.

e Autres composants
Parmi les autres éléments dégradés par LasB, on retrouve principalement des
composants sanguins. Par exemple, elle clive I'hémoglobine, transferrine, la
lactoferrine et I'hnémoglobine, générant des radicaux libres et libérant du fer;
I'acquisition de fer étant favorable pour la croissance bactériennel®3-65, De plus,
certains facteurs de la coagulation peuvent étre neutralisés par LasB, conduisant a
des hémorragies (fibrinogene et fibrine) et une inflammation (thrombine)!©8l.

En paralléle du clivage des substrats de I'hGte, LasB a la faculté d’activer des
composants bactériaux. Par exemple, elle favorise I'invasion des cellules épithéliales
via I'activation des exotoxines ExoS et ExoTI®’l. De plus, elle agit de concert avec
AprA pour empécher la reconnaissance immunitaire médiée par la flagellinel®8l,

Enfin, elle est impliqguée dans la formation de biofilm en activant la kinase NdK ; cette
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derniére étant essentielle pour l'initiation de la synthése de l'alginate et I'expression
d’un phénotype mucoidel®.

Ainsi, LasB joue un réle crucial dans la pathogenese en favorisant :
- Iinvasion et la colonisation de I'héte via le clivage d’éléments structuraux
- I'échappement immunitaire via le clivage d’éléments du systéme immunitaire

- la formation de biofilm via I'activation d’éléments bactériens

Afin d’établir un lien causal direct de l'activité LasB sur la virulence, différentes

études sur des modéles animaux d’infections a P. aeruginosa ont été meneées.

3. Impact de LasB sur la virulence dans des modéles animaux d’infection

Tout d’abord, le réle de LasB dans un modeéle d’infection pulmonaire aigue a
été étudié. Ainsi, il a été démontré qu’un mutant LasB était avirulent dans un modéle
d’infection pulmonaire aigue chez la souris[’.
Lors de cette étude, les souris ont été séparées en trois groupes : les souris
infectées par le mutant LasB et traitées avec une solution saline (AlasB, saline), les
souris infectées par la souche PAO1 et traitées avec une solution saline (PAOL,
saline) et les souris infectées par la souche PAOL et traitées avec le DTPA (acide
diéthylénetriaminepentaacétique), un inhibiteur de métalloprotéase a large spectre
(PAO1, Ca-DTPA). De facon intéressante, les souris du groupe AlasB traitées avec
une solution saline sont restées viables pendant cing jours alors que les souris du
groupe PAOL traitées avec une solution saline sont mortes dans les cing jours
(Figure 18A). De plus, les souris du groupe PAOL traitées avec le DTPA ont montré
un taux de survie significativement plus élevé que les souris traitées avec une
solution saline (PAO1, solution saline) (Figure 18A) ; ce qui démontre que l'inhibition
de LasB peut conduire a la survie des souris. Les coupes de poumons des souris
infectées par le mutant lasB présentaient une architecture pulmonaire normale apres
coloration a I'nématoxyline et a I'éosine (Figure 18B). Cependant, chez les souris
infectées par la souche PAO1 et ne recevant pas de DTPA, une infiltration de
cellules inflammatoires était visible. Cette réponse inflammatoire était moins visible

chez les souris traitées au DTPA (Figure 18B).
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Figure 18: (A) Diagramme de survie Kaplan-Meier de chaque groupe de souris. (B) Images
représentatives du tissu pulmonaire de chaque groupe de souris, adaptés de Gi et al.[’™

D’autre part, le réle de LasB dans un modele d’infection pulmonaire chronique a
également été étudié, par I'intermédiaire de souches issues de patients atteints de
mucoviscidose : PAO1, RP45 et RP43[71,

Premiérement, l'activité élastolytique a été mesurée dans les différentes groupes
constitués : PAO1 wild-type (wt PAO1) et PAO1 AlasB, RP45 wt et RP45 AlasB,
RP73 wt et RP73 AlasB, et un contrble négatif correspondant a un milieu de
croissance Luria-Bertani. De facon intéressante, pour les isolats PAOl1 et RP45,
I'activité élastolytique est diminuée dans les groupes mutants PAO1 AlasB et RP45
AlasB par rapport aux groupes wild-types qui, eux, possédent une activité importante
(Figure 19). Il est important de noter que pour le groupe RP73 wt, aucune activité
élastase n’a été détectée ; ceci s’expliquant par le fait que la souche RP73 ne

dispose pas d’une enzyme LasB fonctionnellel’2,
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Figure 19 : Activité élastolytique de LasB dans les surnageants de culture de chaque groupe
présenté précédemment, issue de Cigana et al.[’?

Ensuite, les auteurs ont souhaité tester I'hypothése selon laquelle LasB favoriserait la
colonisation des poumons lors des infections chroniques a P. aeruginosa. Pour la
souche RP45, au deuxiéme jour apres l'infection, la charge bactérienne pulmonaire
ne différait pas entre la souche RP45 wt et RP45 AlasB. Cependant, au septieme
jour, la souche RP45 AlasB présentait des charges bactériennes pulmonaires
significativement plus faibles que les souris RP45 wt (Figure 20A). Cette réduction de
la charge bactérienne pulmonaire s’explique par une moindre virulence de la de la
souche RP45 AlasB par rapport & la souche RP45 wt (Figure 20B), facilitant ainsi
I'élimination par I'h6te.
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Figure 20: (A) Mesure des CFU pulmonaires aprés deux et sept jours d’infection pour les
isolats RP45 wt et RP45 AlasB ; LLCC (limite inférieure de la colonisation chronique) et LLQ
(limite inférieure de la quantification) sont indiquées. (B) Incidence de la clairance et capacité a

établir une infection chronique pour les isolats RP45 wt et RP45 AlasB, issues de Cigana et
al.l’u
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En ce qui concerne la souche RP73, isolée plus tardivement, la charge bactérienne
pulmonaire était la méme dans les groupes wild-type et mutant aprés sept jours
(Figure 21A). Aucune différence dans l'incidence de la colonisation n'a été observée
entre les deux groupes (Figure 21B), probablement en raison de I'absence d'activité

élastolytique pour les souches RP73, comme décrit précédemment.
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Figure 21: (A) Mesure des CFU pulmonaires aprés deux et sept jours d’infection pour les
isolats RP73 wt et RP73 AlasB ; LLCC (limite inférieure de la colonisation chronique) et LLQ
(limite inférieure de la quantification) sont indiquées. (B) Incidence de la clairance et capacité a

établir une infection chronique pour les isolats RP73 wt et RP73 AlasB, issues de Cigana et
al [l

Enfin, les auteurs se sont intéressés au réle de LasB dans lI'inflammation. Ainsi, ils
ont mesuré les niveaux de plusieurs cytokines, chimiokines et facteurs de croissance
dans les surnageants d’homogénats pulmonaires des souris infectées par des
souches RP45 wt ou RP45 AlasB, aprés sept jours d’infection. La délétion de LasB a
entrainé une augmentation significative des niveaux d'IL-1a, d'IL-1B, d'IL-3, d'IL-
12p70, d'IL-17A, d'éotaxine, de facteur stimulant les colonies de granulocytes (G-
CSF), de protéine inflammatoire des macrophages (MIP-1a, MIP-13 et de RANTES)
par rapport a la souche wild type (Tableau 4). Ceci indique que LasB est capable de
moduler le systeme immunitaire, soit par dégradation directe des médiateurs ou soit
par diminution indirecte de leur production, et par conséquent dispose d’un réle

important dans I'inflammationt”3.
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Tableau 4 : Concentrations de cytokines, chimiokines et facteurs de croissance apreés infection
chronique par les souches RP45 wt et RP45 AlasB, issu de Cigana et al.["!

Cytokine/Chemokine Concentration (mean pg/700 pg lung
protein = SEM)

wt RP45 strain AlasB RP45 strain

NL-1a 7,36 + 1,12 14,66 + 1,53 :
e o ____308%£033_______535£0Q33"" __
IL-2 6,26 + 0,28 6,20 + 0,37
A - e - S K S0
IL-4 0,52 + 0,03 0,60 + 0,04

IL-6 3,75 + 0,06 3,64 + 0,16

IL-9 18,47 + 0,51 19,78 + 0,69
IL-12p40 34,05 + 2,37 38,89 + 1,82
L-12p70 T 821 1,19 T T 24711427 T
HL-17A 11,37 + 1,00 15,78 + 1,29* |
:Eotaxin 574,0 + 23,22 640,6 + 18,07 :
GCSF __ __________ 10364095 _ __ ___ 2110200 _ |
IFN-y 20,59 + 0,80 22,29 +0,43

KC 63,71 + 5,08 73,22 + 6,69

MCP-1 169,0 + 11,38 169,9 + 6,84
IMP-la =~ T T T T T 14845245 T 4057 £ 421
IMIP-1p 36,08 + 3,80 76,55 + 7,44 :
PANTES | _280:2183 992424096 |
TNF-a 31,68 +1,12 34,91 1,156

Ces études confirment que LasB est un acteur clé du processus de virulence.
Comme vu précédemment, elle a la faculté d’induire des lésions tissulaires en
dégradant des protéines structurales, favorisant ainsi la colonisation et donc la
propagation des infections. De plus, cette enzyme peut neutraliser des médiateurs
du systéme immunitaire, altérer la production de médiateurs de l'inflammation, ce qui
facilite donc I'échappement au systéme immunitaire et I'évolution vers des infections
chroniques. Enfin, LasB participe a la formation de biofilms, rendant I'élimination de

P. aeruginosa trés difficile et, par conséquent favorise la résistance aux antibiotiques.
De facon intéressante, elle a une localisation extracellulaire, ce qui ne requiere par

de pénétrer les bactéries. Ainsi, tous ces arguments en font une cible thérapeutique

prometteuse pour lutter contre les infections a P. aeruginosa.
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lIl) Les inhibiteurs de LasB décrits dans la littérature

Comme vue précédemment, LasB possede un cation zinc dans son site actif
et y est dépendant pour le clivage de ses différents substrats. Ainsi, cibler ce cation
via des petites molécules contenant un motif liant le zinc permettrait d’inhiber
I'activité catalytique de LasB. Dans la littérature, différentes classes d’inhibiteurs ont

été décrites ; ces derniéres différant selon leur groupement liant le zincl#8l,

1. Les phosphoramidates

La premiére famille d’inhibiteurs de LasB découverte est celle des

phosphoramidates dont la structure chimique est présentée ci-dessous (Figure 22).
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Figure 22 : Structures chimiques et activités biologiques du phosphoramidon 1 et de son
analogue 2. Les valeurs des Ki ont été extraites de la publication originalel™,

Concernant le mode de liaison du phosphoramidon (Figure 23), il chélate 'atome de
zinc par l'intermédiaire de son phosphoryle et interagit avec trois résidus histidine via
des liaisons hydrogénes (His140, His144 et His223). On retrouve également d’autres
liaisons hydrogenes telles que celles entre le l'azote et [I'hydroxyle du
phosphoramidate avec une alanine (Alall3) glutamate (Glul41l) respectivement, le
carbonyle de I'acide carboxylique avec une asparagine (Asn112) et notamment une
liaison hydrogéne trés importante entre le carbonyle de 'amide et un résidu arginine
(Arg198) (Figure 23B, C). Le noyau indole occupe la poche S2’ qui contient des
acides aminés hydrophobes (Met128, Phel29, Leul97) alors que la chaine isobutyle
se loge partiellement dans une petite cavité hydrophobe de la poche S1’ (Figure 23A,
C).
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Figure 23 : Mode de liaison du phosphoramidon 1 (PDB : 3DBK), issu de Camberlein et al.[*8l,
(A) Vue d’ensemble du site actif de LasB en mode surface accommodant le phosphoramidon
(vert), visualisée a I’aide de Chimera 1.15. Le cation zinc est représenté par une sphére grise.
(B) Vue d’ensemble du site actif de LasB avec le phosphoramidon (bleu) et les résidus
impliqués (beige) dans la liaison, visualisée a I’aide de Chimera 1.15. (C) Représentation
schématique bidimensionnelle du mode de liaison. Les interactions clés sont représentées par
des tirets, le cation zinc par une spheére grise, les résidus clés appartenant a la poche S1’ et S2’
en rose et vert respectivement, les autres résidus en bleu.

Par la suite, le replacement du tryptophane du phosphoramidon 1 par une
phénylalanine et la suppression de la partie osidique ont conduit a I'analogue 2, qui

présente une activité identique a celle du phosphoramidon (Ki = 0,26 uM);

démontrant ainsi que la partie glucidique n’était pas essentielle pour I'activité!”3l.

2. Les thiols

a) Peptidiques

Apres la découverte du composé 2, les investigations ont été poursuivies ayant
pour but de remplacer ce phosphoramidate par un thiol comme groupement liant le

zincl™ ; les structures chimiques étant présentées ci-dessous (Figure 24).
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-2-methylpropyl, R, = -(phenyl)methyl, X = -OH, LasB K; = 1,5 uM
-(phenyl)methyl, R, = -2-methylpropyl, X = -OH, LasB K; = 0,2 uM
-(1H-indol-3-yl), R, = -2-methylpropyl, X = -NH,, LasB K; = 3,7 uM
-(1H-indol-3-yl), R, = -(phenyl)methyl, X = -NH,, LasB K; = 1,1 uM
-(1H-indol-3-yl), R, = -(4-hydroxyphenyl)methyl, X = -NH,, LasB K; = 0,04 uM
-(phenyl)methyl, R, = -(4-hydroxyphenyl)methyl, X = -NH,, LasB K; = 0,04 uM
-(1H-indol-3-yl), R, = -butan-2-yl, X = -NH,, LasB K; = 1,0 uM

10: R, = -butan-2-yl, R, = -(4-hydroxylphenyl)methyl, X = -NH,, LasB K; = 2,1 yM
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Figure 24 : Structures chimiques et activités biochimiques des thiols 3-10. Les valeurs de Ki
ont été extraites des publications originales!”*-"7,

L’utilisation d’un thiol comme groupement liant le zinc a diminué l'activité inhibitrice
(composé 3, K; = 1,5 uM contre composé 2, Ki = 0,26 uM). En revanche, l'inversion
des chaines latérales (groupement en R! et R?) a permis de retrouver l'activité
biologique sur LasB et ainsi d’obtenir un inhibiteur équipotent au composé 2
(composé 4, Ki = 0,2 uM). Il est intéressant de noter que la configuration des
aminoacides constituant ces structures peptides est déterminante pour Il'activité
inhibitrice sur LasB. En effet, par exemple, 'analogue D-phénylalanine du composé 3

présente une activité 23 fois moins importante (Ki = 34 pM)74l,

Ces travaux ont ensuite été continués avec pour objectifs d’explorer les poches S1’
et S2’. Ainsi, Cathcart et ses collégues ont décidé d’introduire successivement les
vingt acides aminés naturels en position P’1 (groupe R?') et P’ (groupe R?)["578] Les
formules chimiques de six de ces analogues sont présentées dans ci-dessus (Figure
24, thiols 5-10). Les inhibiteurs les plus puissants de cette famille de dipeptides
contiennent un tryptophane ou une phénylalanine en position P’1 et une tyrosine en
position P2 (composés 7 et 8, Ki = 0,04 uM). A titre de comparaison, le
remplacement de la tyrosine en P’2 par une phénylalanine a conduit a une diminution
significative de I'activité par un facteur 27 (composé 6, Ki = 1,1 uM contre composé
7, Ki = 0,04 uM) ; démontrant ainsi que la présence du phénol est crucial pour
atteindre une activité de I'ordre du nanomolaire.

Enfin, les auteurs ont démontré que lintroduction d’acide aminés non aromatiques
en position P’1 et P’z était possible, mais ceci résultant en des inhibiteurs moins actifs

(composé 5, 9 et 10, Ki = 3,7, 1,0 et 2,1 uM, respectivement).

Des études de docking concernant cette famille de thiols ont été menées dans le but
d’essayer d’élucider le mode de liaison de ces derniers a LasB!878l. D’aprés celles-

ci, il semblerait le groupement benzyle du composé 8 (groupe R?') se loge au sein de
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la poche S1’ tandis que le phénol (groupe R?) occupe la poche S2’ (Figure 25A, C).
De plus, on retrouve les mémes liaisons hydrogenes impliquées dans la liaison du
phosphoramidon a LasB : le carbonyle de I'amide avec l'arginine 198, I'azote de
'amide avec l'alanine 113, le carbonyle en position C-terminale avec l'asparagine
112 (Figure 25B, C). Cependant, malgré un mode de liaison proche de celui de
phosphoramidon, la partie phénolique du composé 8 semble étre trop éloignée du

glutamate 111 pour établir une liaison hydrogene avec ce résidu.
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Figure 25 : Simulations du mode de liaison du composé 8 a LasB (a I'aide de la PDB 3DBK) via
Chimera 1.15, issue de Camberlein et al.l*®l, (A) Vue d’ensemble du site actif de LasB en mode
surface accommodant le thiol 8 (bleu), visualisée a I'aide de Chimera 1.15. Le cation zinc est
représenté par une sphére grise. (B) Vue d’ensemble du site actif de LasB avec 8 (bleu) et les
résidus impliqués (beige) dans la liaison, visualisée a Il'aide de Chimera 1.15. (C)
Représentation schématique bidimensionnelle du mode de liaison. Les interactions clés sont
représentées par des tirets, le cation zinc par une sphére grise, les résidus clés appartenant a
la poche S1’ et S2’ en rose et vert respectivement, les autres résidus en bleu.

Un tripeptide SH-CH2-(DL)Leu-Phe-Ala-NH2, connu comme un inhibiteur puissant de
collagénases de mammiféres, a également démontré une activité inhibitrice
submicrolaire sur LasB (K; = 0,3 uM), indiquant donc que la taille du peptide n’a pas
d'influence significative sur I'activité inhibitricel’”l. En conclusion, ces études ont
contribué a découvrir la spécificité des poches S1’ et S2' : S1’ a une préférence pour
les chaines latérales aromatiques volumineuses alors que S2’ a la capacité de
tolérer un spectre plus étendu de résidus (lle, Phe, Leu, Val, GIn, Arg, Lys, Asp, Thr
et Tyr), mais avec une préférence pour les résidus hydrophobes volumineux.
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Ainsi, des études supplémentaires comme par exemple concernant la toxicité et la
sélectivité sont nécessaires afin de considérer ces composés comme de futurs

candidats médicaments.

b) Non peptidigues

Quelgues années plus tard, deux nouvelles familles de thiols ont été décrites
dans la littérature ; celles-ci s’articulant autour de noyaux N-aryle mercaptoacetamide
(composés 11-13) et N-aryle mercaptosuccinimide (composé 14) (Figure 26). La
premiére famille mentionnée a été découverte a la suite d’un screening d'une librairie
ciblée d'inhibiteurs de métalloprotéasesl’. Suite a ce criblage, des études de
relation structure-activité ont conduit au composé 11 qui posséde une activité

inhibitrice modérée sur LasB (Clso = 6,6 uM).

T QJY@ QJYQ ”qﬁ

11 12 13 14
LasB Cl, = 6,6 uM LasB Cl;, =2,7 uM LasB Cl;, =0,5 uM LasB Cl;, =3,4 uM

Figure 26 : Structures chimiques et activités inhibitrices des thiols 11-14. Les valeurs de Clsg
ont été extraites Les valeurs de Clsp ont été extraites des publications originales[7®-81l,

De plus, cet inhibiteur 11 a été co-crystallisé avec LasB par I'équipe du Pr. Hirsch,
permettant ainsi de comprendre son mode de liaison (Figure 27). De facon
surprenante, deux molécules antiparalleles de 11 ont été retrouvées au sein du site
actif de LasB. Concernant le mode de liaison « attendu » (molécule 1la, en vert,
Figure 27A, B), le thiol chélate 'atome de zinc et interagit avec I'histidine 223 par
intermédiaire d’'une liaison hydrogéne. On retrouve également une liaison
hydrogéne entre cet aminoacide et 'atome d’azote de I'amide de 11. Le noyau
aromatique semble occupé la poche S1’ via le phényle et partiellement S2’ via le
motif di-chloro. Comme vu précédemment avec les dipeptides, une liaison hydrogéne
de forte intensité, bidendate, s’établit entre I'arginine 198 et le carbonyle de I'amide
de 11. L’'absence d’occupation suffisante de la poche S2’ justifie I'activité biologique
modérée de cet inhibiteur. En parallele, pour le mode de liaison « inattendu »

(molécule 11b, en bleu, Figure 27A, B), le thiol ne cible pas le zinc. Ce dernier lie le
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site actif via une liaison hydrogéne entre 'atome d’azote de I'amide de 11 et
I'asparagine 112 ; la poche S1’ accueillant le motif dichlorophényle.
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Figure 27 : Mode de liaison du thiol 11 (PDB : 6F8B), issu de Camberlein et al.l*®l. (A) Vue
d’ensemble du site actif de LasB en mode surface accommodant 11a (vert) et 11b (bleu foncé),
visualisée a I’'aide de Chimera 1.15. Le cation zinc est représenté par une sphére grise. (B) Vue
d’ensemble du site actif de LasB avec 1la (vert) et 11b (bleu foncé) et les résidus impliqués
(beige) dans la liaison, visualisée a I’'aide de Chimera 1.15. (C) Représentations schématiques
bidimensionnelles du mode de liaison de 1la (en haut) et 11b (en bas). Les interactions clés
sont représentées par des tirets, le cation zinc par une sphére grise, les résidus clés
appartenant a la poche S1’ et S2’ en rose et vert respectivement, les autres résidus en bleu.

Dans l'objectif de cibler les poches S1’ et S2°, I'équipe du Pr. Hirsch a essayé de
« fusionner » les molécules 1la et 11b via l'introduction de groupement aryles et
aliphatiques sur l'azote de l'amide. Mais, cette modification n’a pas eu [leffet
escompté puisqu’elle a conduit & une diminution des Clso ["°l. En revanche, de facgon
intéressante, la substitution en position a de 'amide par un benzyle a abouti a une
légére augmentation de l'activité (composé 12, Clso = 2,7 uM). Cette augmentation
étant plus accrue lorsque le motif 3,4-dichloro fut remplacé par un 4-méthyle
(composé 13, Clso = 0,5 uM)B1. Ainsi, ce gain significatif d’activité s’explique par le
fait que ce noyau benzyle en a occupe la poche S1’ et est stabilisée par des
interactions hydrophobes notamment avec la leucine 197, pendant que le

groupement N-aryle s’insére suffisamment la poche S2’ (Figure 28).
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Figure 28 : Mode de liaison de I'analogue déhalogéné du thiol 12 (PDB : 70C7), issu de

Camberlein et al.l*8l. (A) Vue d’ensemble du site actif de LasB en mode surface accueillant
I'analogue de 12 (vert, deux conformations), visualisée a I’aide de Chimera 1.15. Le cation zinc
est représenté par une sphére grise. (B) Vue d’ensemble du site actif de LasB avec 'analogue
de 12 (bleu) et les résidus impliqués (beige) dans la liaison, visualisée a I’aide de Chimera 1.15.
(C) Représentation schématique bidimensionnelle du mode de liaison de I’analogue de 12. Les
interactions clés sont représentées par des tirets, le cation zinc par une spheéere grise, les
résidus clés appartenant a la poche S1’ et S2’ en rose et vert respectivement, les autres
résidus en bleu.

En paralléle, les auteurs ont également développé une troisieme famille, constituée
d’'un noyau N-aryle mercaptosuccinimide (composé 14), dans le but de limiter la
flexibilité et donc de figer la conformation active du composé 12. Bien que cette
modification n’ait pas permise d’augmenter I'activité, elle a contribué a réduire
significativement la toxicité in vivo dans un modéle d’embryon de poissons zébres ;
14 présentant une concentration maximale tolérée trois fois plus élevée que 11 (30

MM pour 14 contre 10 puM pour 11).

Ainsi, face au potentiel du composé 13, son efficacité dans un modéle in vivo utilisant
des larves Galleria mellonella a été mesurée (Figure 29). Dans cette expérience, le
taux de survie des larves est analysé aprés que celles-ci aient recues le surnageant
de la souche PA-14 (PA14 s.n.) et aient été traitées ou non avec un inhibiteur, ici 12
et 13. Le surnageant a réduit la survie des larves d’environ 90% aprés trois jours
d’incubation. En revanche, le traitement des larves par le thiol 13 a permis
d’augmenter la survie de ces derniéres jusqu’a 60% ; démontrant donc le potentiel

de ce composé dans un modéle d’infection in vivo.
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Figure 29: Analyse Kaplan-Meiers de la survie des larves Galleria mellonella infectées par

PA14 et traitées avec 12 (deux tirets) ou 13 (pointillé) ou non (trait plein), issue de Kaya et al.[84,
Le PBS est utilisé comme contrdle négatif (tiret).

o

Malheureusement, I'utilisation de 13 en thérapeutique est limitée en raison de son
profil de sélectivité et de sa stabilité ; ce dernier disposant d’'une activité résiduelle

micromolaire sur TACE (Clso = 2,2 uM), et les thiols sont sensibles a I'oxydation!®,

3. Les acides hydroxamiques

Compte tenu de leur capacité a coordonner fortement le cation zinc, de facon
bidendate, des inhibiteurs contenant un hydroxamate comme groupement liant le

zinc ont été développés (Figure 30).
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Figure 30 : Structures chimiques et activités inhibitrices des hydroxamates 15-18. Les valeurs
des Ki et Clsp ont été extraites des publications originales82-83],

Le premier acide hydroxamique (15) reporté dans littérature est articulé autour d’un
dipeptide et dérivé du phosphoramidon. Il s’agit d’'un inhibiteur trés puissant, avec
une activité de I'ordre du nanomolaire (K; = 2 nM). Malheureusement, ce dernier n’a
pas été co-crystallisé avec LasB afin d’établir son mode de liaison. De plus, les

études de simulation réalisées n’ont pas non plus permis de mettre en évidence un
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mode de liaison cohérentl*®l. Cependant, face a son analogie avec le
phosphoramidon, diverses hypothéses peuvent étre avancées et notamment
'occupation de S1’ par la chaine isobutyle de la leucine et de S2’ par le noyau indole
du tryptophanel*8],

En parallele, une autre famille de petits hydroxamates a été découverte (inhibiteur
16, Clso = 13,6 uM). Bien que ces derniers présentent une activité micromolaire in
vitro, ils n‘'ont pas démontré d’effet dans différents modéles d’études d’infection,

probablement a cause de leur instabilité83l,

Plus récemment, avec pour objectif de remplacer le groupement thiol et le probléme
d’oxydation, Hirsch et ses collegues ont mis au point un hydroxamate construit
autour d’un squelette malonique (composé 17)84. Cette modulation n'a pas permise
d’améliorer I'activité, conduisant méme a une diminution de celle-ci d’'un facteur 2,6
(hydroxamate 17, Clso = 17,4 uM vs thiol 11, Clso = 6,6 uM). Ceci s’explique par le
mode de liaison de 17 a LasB. En effet, bien que la coordination du zinc par
I'hydroxamate soit plus forte que celle du thiol, la liaison hydrogéne clef bidendate,
impliquant l'arginine 198 ne participe pas a la fixation de l'inhibiteur 17 dans le site
actif (Figure 31B, C). On retrouve d’autres liaisons hydrogéne comme celle entre
'azote de 'amide avec I'alanine 113 et une entre I'hydroxyle de I'hydroxamate avec
un résidu glutamate (Glul4l) ; ces deux liaisons ne participant pas a la liaison du
thiol 11. Enfin, le composé 17 ne lie pas la poche S1' puisque le motif di-

chlorophényle s’'insére dans S2’ (Figure 31A, C).
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Figure 31: Mode de liaison de 17 (PDB : 6FZX), adapté de Camberlein et al.l*®l. (A) Vue
d’ensemble du site actif de LasB en mode surface accueillant 17 (vert), visualisée a I'aide de
Chimera 1.15. Le cation zinc est représenté par une sphére grise. (B) Vue d’ensemble du site
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actif de LasB avec 17 (bleu) et les résidus impliqués (beige) dans la liaison, visualisée a I'aide
de Chimera 1.15. (C) Représentation schématique bidimensionnelle du mode de liaison de 17.
Les interactions clés sont représentées par des tirets, le cation zinc par une sphere grise, les
résidus clés appartenant a la poche S1’ et S2’ en rose et vert respectivement, les autres
résidus en bleu.

Il est intéressant de noter, qu’en dépit de la mauvaise réputation des hydroxamates,

le composé 17 dispose d’un trés bon profil de sélectivité (Tableau 5).

Tableau 5 : Profil de sélectivité de 17 en comparaison du Batimastat, issu de Kany et al.[®%.

Activité résiduelle en présence  Batimastat Cly,

de 17 a [100 uM] (%) (nM)
MMP-1 919 22+0,1
MMP-2 87+3 1,8+0,1
MMP-3 8415 5,6+0,9
MMP-7 98+ 3 7,0+£0,2
MMP-8 7316 0,7+0,2
MMP-14 98+4 2,8+0,2
TACE 38+12 Non déterminée

De plus, il n’a démontré que de faibles effets cytotoxiques sur des cellules Hep G2,
cellulaires, bien qu’ayant des effets plus marqués sur des cellules HEK293 (Figure
32) ; ceci pouvant s’expliquer par I'inhibition de TACE par 1784,

100-

BB Hep G2
8o{ . T ] 3 HEK293
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N S v & b°+

Figure 32 : Mesure de la cytotoxicité de I’hydroxamate 17 sur les lignées cellulaires Hep G2 et
HEK293, comparée au thiol 11, & la rifampicine et doxorubicine, issue de Kany et al.[84,
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Face au potentiel du composé 17, les auteurs se sont inspirés des modifications
faites lors de I'optimisation des thiols dans le but d’essayer d’améliorer son activité :
la substitution en a du groupement liant le zinc et le replacement du motif 3,4-
dichloro par un méthyle en position 4 (composé 18). Ces modifications ont conduit a
une augmentation trés importante de [activité, aboutissant a un inhibiteur
nanomolaire (Clso = 14,0 nM). Ainsi, ce gain d’activité s’expliquerait par 'occupation

de la poche S1’ via la chaine isobutyle en position maloniquel*8l.

Cependant, lors d’études pharmacocinétiques chez la souris, les concentrations de
18 retrouvées dans les poumons étaient tres moyennes ; ce dernier n’étant plus
détecté 2 heures apres administration®®l. De plus, 18 dispose un profil de sélectivité
limité, inhibant certaines métalloprotéinases matricielles (MMP-1, MMP-2 et MMP-3)

et TACE de I'ordre du micromolaire!®], limitant ainsi son utilisation en thérapeutique.

4. Les acides carboxyliques

L’inhibition de LasB par lintermédiaire d’'un acide carboxylique a également été
décrite dans la littératurel®8l. Leiris et ses collégues se sont inspirés de la structure
chimique du phosphoramidon et ont utilisé un screening virtuel comme approche
pour essayer de découvrir des inhibiteurs de LasB. Concernant leur pharmacophore,
celui-ci contenait un groupement liant le zinc, un motif hydrophobe pour mimer la
chaine isobutyle du phosphoramidon qui occupe S1’, et au moins une liaison
hydrogéne avec le glutamate 111, I'asparagine 112 ou l'arginine 198. Ainsi, sept
millions de composés ont été criblés aboutissant a I'identification du hit 19 (Ki = 14,8
UM), et apres optimisation de ce dernier, a un inhibiteur prometteur (composé 20, K;
= 0,16 puM) (Figure 33).

g A ) N@
(o) H (o)
19

20
LasB K, = 14,8 uM LasB K;=0,16 uM

Figure 33: Structures chimiques et activités biologiques des acides carboxyliques 19 et 20.
Les valeurs des Ki ont été extraites de la publication originalel®®
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L’inhibiteur 20 a été co-crystallisé avec LasB permettant d’obtenir son mode de
liaison (Figure 34) ; celui-ci étant similaire a celui du phosphoramidon méme si la
chélation du zinc est différente. Comme attendu, I'hydroxyle de I'acide carboxylique
lie le zinc et établit une liaison hydrogene avec l'histidine 223. Quant au carbonyle de
'acide carboxylique, il interagit avec le glutamate 141 via une liaison hydrogéne.
Deux autres liaisons hydrogenes participent a la liaison de 20 a LasB comme celle
entre I'asparagine 112 avec le I'atome d’azote de I'amide et notamment la liaison
bidendate faisant intervenir I'arginine 198, qui elle, interagit avec le carbonyle de
'amide (Figure 34B, C). Concernant I'occupation des poches S1’ et S2’, I'indane se
trouve dans S1’ alors que le benzothiazone lie la poche S2’ et forme une interaction

-1 avec un résidu phénylalanine de celle-ci (Phel29) (Figure 34).
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Figure 34 : Mode de liaison de 19 (PDB : 7AJR), issu de Camberlein et al.l*®l, (A) Vue
d’ensemble du site actif de LasB en mode surface accueillant 19 (vert), visualisée a I’'aide de
Chimera 1.15. Le cation zinc est représenté par une sphére grise. (B) Vue d’ensemble du site
actif de LasB avec 19 (bleu) et les résidus impliqués (beige) dans la liaison, visualisée a I'aide
de Chimera 1.15. (C) Représentation schématique bidimensionnelle du mode de liaison de 17.
Les interactions clés sont représentées par des tirets, le cation zinc par une sphere grise, les

résidus clés appartenant a la poche S1’ et S2’ en rose et vert respectivement, les autres
résidus en bleu.

Dans le but d’améliorer l'activité inhibitrice de cette famille de composés et
d’augmenter leur solubilité, d’autres modifications ont ét¢é menées conduisant aux
inhibiteurs 21 et 22 (Figure 35); ces changements n’ayant pas entrainé de

différentes significatives dans le mode de liaison a LasB comparé a 20[87,
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Figure 35: Structures chimiques et activités biologiques des acides carboxyliques 21 et 22.
Les valeurs des Clsp ont été extraites de la publication originale.

Le potentiel de ces deux acides carboxyligues a été évalué dans des modeles
cellulaires et animaux d’infection a P. aeruginosa. Comme vu précédemment, LasB
est capable de cliver certains effecteurs du systeme immunitaire. Ainsi,
premierement, la capacité de 21 et 22 a inhiber ce clivage a été mesurée notamment
le clivage de I'lgG et de I'lL-1B (Figure 36). La protéolyse de I'lgG médiée par LasB
libére un peptide de dégradation de 36kDa, et cette libération est inhibée par des
concentrations croissantes de 21 et 22 (Figure 36A) ; démontrant ainsi I'effet de ces
deux inhibiteurs sur LasB. D’autre part, LasB clive le domaine N-terminal de la pro-
IL-18 conduisant a la forme active de I'lL-1B3. Cette activité peut étre suivie via
spectrophotométrie par I'’hydrolyse d’'un peptide fluorescent (Sub115). De maniere
intéressante, 21 et 22 ont été capables d’inhiber le clivage de ce peptide de facon
dose dépendante (Figure 36A et B)#7].
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Figure 36 : Inhibition de la protéolyse des substrats de I’hote médiée par LasB par les
composés 21 et 22, issue d’Everett et al.®”). (A) Inhibition de la protéolyse de I'lgG par 21 et 22.
(B) et (C) Inhibition de la protéolyse de 'IL-1f par 21 et 22.

Apres avoir démontré un effet in vitro sur la protéolyse de la pro-IL-1B, les acides
carboxyliques 21 et 22 ont été évalués sur leur potentiel a reproduire cet effet dans
des macrophages humains infectés par P. aeruginosa (souche PAO1) ou par un
mutant LasB (AlasB). Ces deux composés ont permis de réduire drastiguement, de
maniere dose-dépendante, I'activité LasB et par conséquent I'activation de I'IL-1B

dans des macrophages infectés par la souche PAO1 (Figure 37)©&7],
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Figure 37 : Inhibition de l'activation de I'IL-1B par les composés 21 (A) et 22 (B) dans les
macrophages infectés par P. aeruginosa, issue d’Everett et al.["],

Enfin, pour déterminer si 21 et 22 étaient capables d’engager LasB in vivo, des

études d’efficacité dans un modeéle d’infection pulmonaire a P. aeruginosa chez la
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souris ont été menées. De facon intéressante, ces deux inhibiteurs ont entrainé une
diminution du nombre de bactéries, équivalentes a celles observées dans le groupe

AlasB (Figure 38)87],
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Figure 38 : Mesure du nombre de cellules bactériennes (CFU) dans les homogénats de
poumons 24h aprés l'infection et traitement par 21 et 22, issue d’Everett et al.l®7],

En conclusion, ces deux composés sont puissants, sélectifs, non cytotoxiques,
possedent de bonnes propriétés pharmacocinétiques et ont démontré une efficacité

dans un modéle in vivo d’infection pulmonaire a P. aeruginosa. lls représentent donc

de sérieux candidats médicaments a ce jour.

5. Les acides phosphoniques

Récemment, une nouvelle famille d’inhibiteurs de LasB contenant un
phosphonate comme groupement liant le zinc a été décrite par I'équipe du Pr. Hirsch,

avec pour objectif de résoudre les probléemes issus de I'hydroxamate 18 (Figure

39)(85]

HO
HO/II \©\ o/ll \©\

23 24

LasB Cl,,=51,0 "M LasB Clyy =26,0 nM

Figure 39 : Structures chimiques et activités biologiques des phosphonates 23 et 24. Les
valeurs des Clsp ont été extraites de la publication originalef®®,
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Bien que ce changement n’ait pas entrainé d’augmentation l'activité sur LasB
(composé 23, Clso = 51,0 nM, composé 24, Clso = 26,0 nM contre composé 18 = 14,0
nM), il a permis d’améliorer les propriétés pharmacocinétiques ; 23 et 24 étant
retrouvés a des concentrations plus importantes dans le tissu pulmonaire que
I'nydroxamate 18[8]. De plus, contrairement a 18, les inhibiteurs 23 et 24 ne
présentent pas d’activité résiduelle sur TACE®®, Concernant leur toxicité, ces deux
derniers ont montré une concentration maximale tolérée = 100 uM sur des embryons

de poissons zébres!®l.

Le mode de liaison de cette famille d’inhibiteurs via la co-crystallisation avec LasB a
été élucidél®l. En revanche, a ce jour, la structure cristalline n’est pas disponible.
Ainsi, 24 se lie de fagon similaire au thiol 12 (Figure 28) ; le phosphonate liant le zinc
de fagon monodendate. La chaine isobutyle occupe S1’ tandis que S2’ accommode
le noyau aryle de 24. La liaison hydrogéne bidendate faisant intervenir I'arginine 198
participe également a la liaison de 24, ce résidu interagissant avec le carbonyle de
'amide. D’autres liaisons hydrogénes impliquant des résisidus histidine (223),
glutamate (141) et asparagine (112) interviennent, en se liant respectivement avec le
phosphonate et I'azote de I'amide.

Ensuite, l'activité de cette classe d’inhibiteurs de LasB a été mesurée dans un
modele in vivo utilisant les larves Galleria Mellonella (Figure 40). Alors que le
traitement par 24 ou tobramycine n’a entrainé qu’une faible augmentation de la
survie, 25% et 5% respectivement, la combinaison tobramycine-24 a

considérablement amélioré la survie des larves de 40%!8°],
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Figure 40: Analyse Kaplan-Meiers de la survie des larves Galleria mellonella infectées par
PA14 et traitées avec tobramycine (tiret bleu foncé et tiret bleu clair), 24 (tiret vert),
tobramycine + 24 (trait plein noir), issue de Konstantinovic et al.[8l,
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Face aux résultats trés prometteurs observés dans différents essais in vitro, ses
bonnes propriétés pharmacocinétiques et son efficacité dans un modéle d’infection in
vivo chez Galleria mellonella, 24 a été évalué dans une étude pharmacodynamique

utilisant un modéle d’infection pulmonaire a P. aeruginosa chez la souris (Figure 41).

Comme observeé sur la Figure 41A, le traitement par Iéfloxacine a permis de réduire
la croissance bactérienne tandis que 24 n’a pas eu d’effet positif sur celle-ci. En
revanche, ce parametre fut diminué significativement lorsque les souris ont recu la
combinaison lévoflaxacine-24. De plus, une diminution des concentrations de LasB
dans le sang a été observé pour les groupes lévofloxacines et lévofloxacine-24
(Figure 41B). De maniére intéressante, cette réduction a également été observée
pour les souris ne recevant que 24 ; fournissant ainsi la preuve de concept et
I'engagement de la cible (Figure 41B)I®],
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Figure 41 : (A) Croissance bactérienne dans le tissu pulmonaire aprés traitement par
levofloxacine, 24 ou levoflaxacine + 24. (B) Concentration de LasB dans le sang des souris
infectées par P. aeruginosa, issue de Konstantinovic et al.[8%,
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Ainsi, ces phosphonates posséde une puissante activité inhibitrice in vitro, un trés
bon profil de sélectivité et n'engendrent pas d’effets cytotoxiques majeurs. De plus,
ilIs ont démontré un effet significatif dans un modéle in vivo d’infection a P.
aeruginosa et dispose de propriétés pharmacocinétiques comparables a celle d’un
candidat médicament ; ils apparaissent donc comme des candidats médicaments
crédibles.

6. Les chélateurs de métaux

Utilisant un criblage d'une librairie de chélateurs métalliques, suivi
d’optimisation des hits, les groupes de recherche de Cohen et Janda ont décrit
l'inhibition micromolaire de LasB par la 3-hydroxy-2-méthyl-4-
sulfanylidenepyridin1(4H)-yl (25, Clso = 2,7 uM) et la tropolone (26, Clso = 1,2 uM)
(Figure 42). A ce jour, aucune donnée sur le mode de liaison de ces derniers n’a été
publiée et les tentatives de simulation n’ont pas été fructueuses!*®l. Il est intéressant
de noter que le composé 25 présente une bonne stabilité chimique (pas d’oxydation
ou décomposition) et que 26 dispose d'un bon profii de sélectivité[®388],
Malheureusement, leurs puissances moyennes limitent leurs utilisations en

thérapeutique.

Plus récemment, il a été rapporté que des complexes d'argent et de cuivre de la
1,10-phénanthroline-5,6-dione peuvent inhiber LasB, en particulier le complexe de
cuivre 28 avec une forte puissance (Ki = 0,09 uM) (Figure 42)[89]. Bien que les
structures co-cristallines de ces deux complexes avec LasB ne soient pas
disponibles pour le moment, des études de docking ont été réalisées par le méme
groupe, permettant de comprendre leur mode de liaison et donc la différence de
puissance. En ce qui concerne le complexe d'argent 27, un atome d'azote de
phénanthroline forme une liaison hydrogéne avec l'alanine 113, et trois molécules
d'eau renforcent sa liaison au site actif en interagissant avec les atomes d'oxygéne et
d'azote de 27[89]. En revanche, le complexe de cuivre 28 ne présente pas la méme
liaison au site actif et interagit avec les résidus clés arginine 198 et asparagine 112,
justifiant la différence d'activité entre ces deux complexes métalliques[89]. Des
études supplémentaires sur leur stabilité, leur solubilité et leur sélectivité sont

nécessaires pour les considérer comme des candidats médicaments.
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Figure 42 : Structures chimiques et activités biologiques des inhibiteurs 25-28. Les valeurs
des Clso ont été extraites des publications originales[®38889],
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Conclusion

Depuis la découverte du phosphoramidon, premier inhibiteur de LasB décrit,
différentes familles de petites molécules ont été développées avec des profils plus ou
moins prometteurs. Ceci a permis d’établir un pharmacophore a considérer pour la
conception d’inhibiteurs de LasB : (1) chélation du cation zinc ; (2) occupation des
poches de liaison S1’ et S2’, S1’ étant plutét hydrophobe et étroite, et pouvant étre
considérée comme la poche principale d'interaction, alors que S2’ est plus externe et
plus large avec une partie hydrophobe au milieu et une partie supérieure contenant
des résidus hydrophiles offrant la possibilité de liaisons hydrogene notamment avec
I'arginine 198, et dans une moindre mesure avec l'asparagine 112 et I'histidine 223 ;

(3) occupation de la petite cavité hydrophobe de S1’ a proximité du cation zinc.

A ce jour, aucun de ces inhibiteurs n'a atteint le marché, soit en raison d'un manque
de puissance in vitro ou d'efficacité in vivo, de stabilité ou de sélectivité, bien que
certains inhibiteurs contenant un acide carboxyligue ou un acide phosphoniques
apparaissent prometteurs. En ce qui concerne le manque de puissance, ce probleme
peut étre résolu grace aux nombreuses structures cristallines disponibles. En ce qui
concerne la stabilité et la sélectivité, le remplacement du groupement liant pourrait
étre une opportunité intéressante car certains groupes fonctionnels n'ont pas encore
été explorés, comme le sulfamate ou le boronate. D'autres stratégies peuvent étre
envisagées pour surmonter le défi perpétuel de [linhibition sélective des

métalloprotéases comme I'utilisation d'anticorps monoclonaux®.

Bien que l'approche de l'anti-virulence semble attrayante et prometteuse, d'autres
thérapies non-antibiotiques ont également été exploréesl®l, telles que la modulation
du microbiomeld ou linhibition des pompes a efflux®3. Comme ces approches
nécessiteront probablement I'utilisation d'un antibiotique en association, les efforts de
découverte de médicaments devront se poursuivre dans le domaine des

antibiotiques.
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