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Abréviations et acronymes

[a]p Pouvoir rotatoire spécifique mesuré a la raie D du sodium (589 nm)
4-DMAP 4-diméthylaminopyridine

Ac Acétyle

ADN Acide désoxyribonucléique

APTS-H,0O Acide para-toluénesulfonique monohydraté
ATP Adénosine triphosphate

ADP Adénosine diphosphate
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Cp Cyclopentadiényle
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DIAD Azodicarboxylate de diisopropyle

DFT Density functional Theory
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G+ Gram-positif

G- Gram-négatif
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HK Histidine kinase
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IR Infra-rouge
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mL Millilitre

mM Millimolaire
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Pi

r.d.

R¢

Rdt
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STEP
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THF
UDP
UMP
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Nombre d’équivalent

Normalité

Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate sous forme réduite
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate sous forme oxydée
Organisation de coopération et de développement économique
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Protein data bank

Phosphate inorganique

Rapport diastéréoisomérique

Rapport frontal
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Ce travail de theése s’inscrit dans la thématique de recherche de 1’équipe
CHROME (détection, évaluation et gestion de risques CHROniques et ¢MErgents) de

I’Université de Nimes.

Un antibiotique (du grec anti : « contre » et bios : « la vie ») est une substance
d’origine naturelle ou synthétique, qui posseéde la capacité d’inhiber de maniere spécifique la
vitalité d’une bactérie. Il existe deux types d’antibiotiques : les antibiotiques bactériostatiques,
des substances capables de stopper la prolifération des cellules sans pour autant les tuer et les
antibiotiques bactéricides, entrainant la mort des bactéries. La premiére définition du mot
antibiotique a ¢été donnée par Selman Abraham Waksman', microbiologiste américain
d’origine russe. En 1947, il énonca qu’un antibiotique était : « une substance produite par un
micro-organisme capable d’interférer avec la croissance et méme de détruire les bactéries et
d’autres micro-organismes »~~. A Dorigine, cette définition ne prenait en compte que les
substances naturelles et excluait les antibiotiques synthétiques ou encore les substances
produites par les plantes. Cette premicre définition, trés restrictive, fut amplifiée par Turpin et
Velu en 1957 : « Tout composé chimique, élaboré par un organisme vivant ou produit par
synthése chimique, a coefficient chimiothérapeutique élevé, dont l'activité thérapeutique se
manifeste a trés faible dose d'une maniére spécifique, par l'inhibition de certains processus
vitaux, a I'égard des virus, des micro-organismes ou méme de certains étres pluricellulaires »”.
Pour finir, une classification des antibiotiques est effectuée en fonction de leur origine, leur
nature chimique, leur mode d’action et leur spectre d’action.

Leur découverte dans les années 1940 et notamment de la pénicilline par Sir
Alexander Fleming est considérée comme une avancée thérapeutique majeure du 20™ siécle
(Figure 1). Celle-ci a complétement bouleversé I’histoire des hommes en réduisant de fagon
considérable le taux de mortalité engendré par les infections bactériennes. Devant ce constat,
le qualificatif de « remeéde miracle » fut trés vite adopté pour parler de ce bien inestimable que
sont les antibiotiques. Néanmoins, les bactéries se sont toujours adaptées a leur

environnement et il en est de méme vis-a-vis des antibiotiques.
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Figure 1. Structure de la pénicilline découverte par Fleming (Benzylpénicilline).

Avant I’introduction de la pénicilline il était presque inenvisageable de guérir
d’une infection bactérienne sévere. Entre les années 1950 et la fin des années 1990, avec la
période de 1’age d’or des antibiotiques, certains pensaient que 1’éradication des bactéries
infectieuses était venue. Cependant, aujourd’hui, il n’est plus possible d’imaginer que le
traitement d’une infection puisse étre réalisé avec le premier antibiotique venu.

La grande majorit¢ des bactéries autrefois sensibles aux antibiotiques ont
développé des aptitudes pour se défendre contre ces derniers, c’est ce qu’on appelle la
résistance. Une utilisation abusive des antibiotiques combinée a un désintérét marqué de
I’industrie pharmaceutique ont provoqué I’apparition de souches bactériennes devenues
résistantes a la plupart des familles d’antibiotiques disponibles sur le marché. Ces
phénomenes de résistance se manifestent a différents niveaux d’exigences vis-a-vis de la
sélection d’un antibiotique. Ainsi, on trouve deux types de bactéries résistantes :

- les bactéries dites multi-résistantes : ce sont des bactéries qui ne sont sensibles qu’a
une certaine partie des antibiotiques disponibles sur le marché (Staphylococcus aureus
résistant a la méthicilline’, entérobactéries productrices de la B-lactamases a spectre élargi®).

- les bactéries dites toto-résistantes : ce terme désigne 1’ensemble des bactéries
résistantes & tous les antibiotiques disponibles (Mycobacterium tuberculosis’, la bactérie
responsable de la tuberculose). Ces bactéries sont encore peu répandues mais ce phénomene

tendra a s’amplifier dans les décennies futures.

La transmission possible des génes codants pour les mécanismes de résistance
entre différentes especes bactériennes a provoqué 1’émergence de bactéries multi-résistantes
qui posent de manicre croissante des difficultés thérapeutiques et constituent ainsi un grave
probléme de santé publique. Chaque année en Europe, plus de 25 000 personnes décedent
d’une bactérie devenue insensible a 1’arsenal thérapeutique actuellement disponible. Devant

cette impasse médicale, le développement de nouvelles stratégies devient un besoin vital. Un
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rapport alarmiste de I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), prévoyait pour 2050, un
retour a une €re sans antibiotique si aucune mesure drastique n’était entreprise.

Ce phénoméne d’antibiorésistance n’est pas qu'une question de molécules et de
bactéries. Ce défi que les hommes relévent depuis plusieurs années est un probléme mondial
qui concerne tous les acteurs de la planéte: les scientifiques (chimistes, biologistes,
¢cologistes...), les personnels de santé (médecins, infirmiers...), les responsables politiques
des grandes puissances mondiales, les industriels (domaine pharmaceutique et agricole) et
bien siir toutes les personnes assujetties & recevoir un jour une dose d’antibiotique®. Par
ailleurs, quel que soit 1’dge, 1’origine sociale ou la région du monde, les bactéries résistantes
se développent plus rapidement que les innovations thérapeutiques. Ainsi, cette évolution
rend les traitements actuels inefficaces’. De plus, il faut étre conscient que la prise d’un
antibiotique a non seulement une influence sur le patient mais aussi sur toute la population
(augmentation du taux de mortalité, mise en danger des progrés de la médecine (greffes,
chimiothérapies, augmentation du colit des soins de santé, risques sanitaires)).

Ainsi, la mise en place de nouvelles stratégies pour la découverte et le
développement de nouveaux antibiotiques, constitue un challenge de grande envergure pour la
communauté scientifique. Avec le besoin croissant de nouveaux antibiotiques, des stratégies
alternatives se sont mises en place pour pallier ce manque d’innovations. Par exemple,
I’utilisation d’un adjuvant en addition d’un antibiotique s’est déja montrée efficace pour
minimiser 1’émergence des résistances. Par définition, un adjuvant est une molécule
dépourvue ou possédant une trés faible activité antimicrobienne, qui bloque les mécanismes
de résistances et restaure ’activité d’un antibiotique'’.

Mon projet de these s’inscrit dans une double thématique :

- La synthése d’un adjuvant d’antibiotique (molécules polyaromatiques) permettant un
ciblage thérapeutique spécifique des histidine kinases, des protéines essentielles impliquées
dans les voies de signalisation des bactéries (systémes a deux composants).

- La synthése d’inhibiteurs potentiels de la voie de biosynthése du peptidoglycane
(constituant principal de la paroi bactérienne), permettant 1’obtention de molécules

bactéricides.
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CHAPITRE 1 - Synthese d’inhibiteurs des

systemes a deux composants
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1. Présentation générale des systemes a deux composants

1.1. Un systeme d’adaptation

Pour survivre et s’adapter a des changements environnementaux, les cellules procaryotes et
eucaryotes, utilisent des systémes de transduction du signal plus ou moins complexes. Ces
mécanismes biologiques, basés sur un couple stimulus-réponse, permettent de détecter un
signal extracellulaire et de le transformer sous forme de réponses cellulaires essentielles
(expression de génes)''. La régulation de ces processus est dans la plupart des cas assurée par
un mécanisme de type phosphorylation-déphosphorylation. Les protéines kinases, en charge
de cette phosphorylation réversible, sont différenciées suivant la nature de I’acide aminé sur
lequel elles agissent (sérine, thréonine, tyrosine ou histidine)'.

A la fin des années 1990, le terme de « systéme & deux composants » est utilisé pour la
premiére fois pour décrire un systéme de régulation de I’azote chez les bactéries'’. Ces
systémes de régulation, trés répandus chez les procaryotes, sont I'un des mécanismes les plus
utilisés par les bactéries pour détecter, répondre et s’adapter a différents facteurs de stress :

température, pH, concentration en nutriments ou encore la présence d’antibiotique'".

1.2. Composition et présence des systemes a deux composants chez les

bactéries

D’un point de vue structural, les systémes a deux composants (TCS: « two-component
system ») impliquent deux types de protéines : une histidine kinase (HK) et un régulateur de
réponse (RR). IIs sont généralement identifiés par couple HK/RR et sont présents aussi bien
chez les bactéries a gram-positif, qu’a gram-négatif. Des études ont montré une corrélation
entre le nombre de TCS présents chez une bactérie et I’environnement dans lequel elle évolue.
Les bactéries vivant principalement dans un environnement constant sont généralement
pourvues d’un faible nombre de TCS, voire méme d’aucun comme pour Mycoplasma
genitalium (bactérie responsable de maladies sexuellement transmissibles). En revanche,
celles qui peuplent un environnement avec une évolution rapide ou subissent des changements
environnementaux divers, possedent un grand nombre de TCS. Par exemple, Myxococcus

xanthus, une bactérie du sol a gram-négatif, possede plus d’une centaine d’histidine kinases et

21



de régulateurs de réponse. Cette richesse d’un point de vue génétique suggére que les
organismes s’adaptent a leur environnement en développant de maniére croissante des génes

controlés par les TCS"'°,

1.3. Mode de fonctionnement des systemes a deux composants

L’histidine kinase, appelée domaine senseur, va s’autophosphoryler sur un résidu histidine
conservé en réponse a un stimulus externe. Par la suite, ce groupement phosphate est transféré
au régulateur de réponse, appelé domaine receveur, au niveau d’un résidu aspartate conserve.
Cette phosphorylation induit un changement conformationnel du régulateur de réponse,
permettant au domaine effecteur de se lier a I’ADN bactérien et d’induire une réponse
spécifique adaptée'®. Cette réaction de transfert est réalisée de fagon stcechiométrique et
permet a I’histidine kinase de réguler le niveau de phosphosphorylation du régulateur de
réponse'® (Figure 2). En effet, elle présente une activité phosphatase permettant de réguler le

niveau de phosphorylation du régulateur de réponse’’.

Cytoplasme

Domaines ""'-E%
catalytiques (CA) ‘Ké :
ATP

. 6
Begulateur de pep
réponse (RR}) ‘n. '.‘-”U.I" \

P00 AN 0NN

Figure 2. Schéma de principe du fonctionnement des systémes a deux composants.
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1.4. Structure des systemes a deux composants

1.4.1. Les histidine kinases

Les histidine kinases sont des protéines homodimériques qui catalysent une réaction de
phosphorylation. Sous I’action d’un stimulus, un monomere catalyse la phosphorylation du
résidu histidine conservé sur le second monomere. Elles sont composées d’un domaine N-
terminal extra-cytoplasmique et d’un domaine C-terminal situé dans le cytoplasme.

Dans un premier temps, les domaines senseurs présentent une grande diversité au niveau de
leur séquence, incarnant la grande diversité de signaux pergus par les bactéries'®. Dans un
deuxieme temps, la partie intra-cytoplasmique est composée de deux sous-domaines : un
domaine li¢ directement a la partie trans-membranaire appelé DHp pour « dimerization and
histidine phosphotransferase » et un domaine de liaison de ’ATP, appel¢ domaine CA

pour « catalytic and ATPase »'*"

. Dans la majeure partie des cas, les kinases sont des
enzymes dites transférases, car elles catalysent le transfert d’un groupement phosphate de
I’ATP a une molécule cible. Cependant, les HKs ne catalysent pas directement cette réaction.

C’est le domaine DHp qui permet le transfert jusqu’au régulateur de réponse (Figure 3).

Stimulus Histidine kinase
—

Membrane Régulateur de
Z ; réponse

Domaine DHp

Domaine CA ATP

Figure 3. Principe de fonctionnement des histidine kinases.
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1.4.2. Les régulateurs de réponse

Le régulateur de réponse est le deuxiéme composant qui participe aux voies de signalisation.
Celui-ci est composé¢ de deux sous-unités : un domaine conservé N-terminal dit domaine
receveur et un domaine C-terminal variable, appelé domaine effecteur'.

Une ¢étude a montré que les domaines receveurs présentaient une homologie de séquence
allant de 20 a 30%, avec un petit nombre de résidus extrémement conservés contribuant a ses
diverses fonctions™. Il confére a lui seul trois activités distinctes : il interagit avec ’histidine
kinase phosphorylée et catalyse le transfert du groupement phosphate & un de ses résidus
aspartate conservé, il catalyse sa propre auto-déphosphorylation et enfin, il régule I’activité
phospho-dépendante du domaine effecteur”’. Globalement, le site actif forme un cluster avec
trois résidus d’acide aspartique extrémement conservés. De plus, le domaine receveur
possede, tout comme I’histidine kinase une activité phosphatase, permettant de réguler la
durée de vie de I’état actif du régulateur de réponse.

Le domaine effecteur, quant a lui, présente une variabilit¢ assez importante au niveau des
séquences d’acides aminés, résultant de la grande diversité de réponses biologiques qu’il peut
fournir®. Chez les organismes procaryotes, la majeure partie des domaines effecteurs agit
comme des facteurs de transcription, ce qui induit la transcription de geénes spécifiques. Par
exemple, chez Escherichia coli, 25 régulateurs de réponse sur 32 recensés se lient a I’ADN
bactérien. Les autres posseédent une activité enzymatique (méthylestérase) ou une activité

permettant une interaction avec d’autres protéines'®.

2. Définition des objectifs de recherche

2.1. La thérapie combinatoire

Nous ’avons expliqué précédemment, la résistance aux antibiotiques constitue I’un des plus

1 eme

gros challenges pour le monde de la recherche médicale au 2 siecle. A la
question : « Faut-il développer de nouveaux antibiotiques ? », la réponse est oui, méme si
: . L A . : TP /)
celle-ci aurait semblé étre en total décalage avec son temps il y a une vingtaine d’années™.
Cependant, les bactéries développent invariablement une résistance a toute monothérapie
basée sur un mécanisme bactéricide/bactériostatique. Ces résistances, peuvent apparaitre

quelques mois seulement aprés ’introduction de I’antibiotique sur le marché (cas de la
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daptomycine)>. Parallélement au développement de nouveaux antibiotiques, des alternatives
thérapeutiques doivent étre développées. La thérapie combinatoire, basée sur I'utilisation de
plusieurs antibiotiques ou sur I’utilisation d’un adjuvant, est une des approches les plus
utilisées pour le traitement d’infections compliquées. L’utilisation de plusieurs antibiotiques,
comme pour le traitement séquentiel de la tuberculose®, provoque une accumulation de
mutations, conduisant a une résistance plus accrue. De ce fait, 1’utilisation d’un adjuvant,
permettant d’augmenter 1’efficacité de I’antibiotique et de diminuer 1’émergence de résistance
constitue une thérapie de choix™.

Dans notre stratégie, il n’est pas envisagé de cibler directement les mécanismes de résistance,
comme le ferait I’acide clavulanique avec les B-lactamases, mais plutdt d’interagir de fagon
indirecte, en interférant avec les voies de signalisations impliquées dans 1’expression des

\ o) 26
geénes de résistances comme les TCS™.

2.2. Une cible potentielle pour le développement de nouvelles molécules

anti-infectieuses

Les systémes a deux composants ont un role crucial dans les voies de transduction du signal
chez les bactéries, leur permettant de s’adapter a divers changements environnementaux.
Cependant, les champs d’actions des TCS ne s’arrétent pas aux besoins ¢lémentaires et
énergétiques (azote, carbone, phosphore...) ou a la régulation des facteurs physiques et
chimiques (pH, température, pression osmotique...). En effet, depuis plus de 25 ans, 1’étude de
ces processus biologiques a connu un essor important et a permis de mettre en évidence leur
implication dans la croissance bactérienne, 1’expression de facteurs de virulence et dans les

r \ ;e I 27,28
phénoménes de résistance aux antibiotiques (Tableau 1)*"2*.
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Systémes a deux
composants Bactérie Fonction
(HK/RR)
. . Voie de régulation
NtrB/NtrC Klebsiella pneumoniae ,
de I’azote
WalK/WalR Bacillus subtilis Metabp lisme (.16 la
paroi cellulaire
Régulation des facteurs
AgrA/AgrC Staphylococcus aureus de virulence
FsrC/FsrA Enterococcus faecalis Regul(alltlop des facteurs
e virulence
VanR/VanS Enterococcus faecalis Resistance a la
vancomycine
BaeS/BaeR Escherichia coli Res1sta1‘1ce‘a la
novobiocine

Tableau 1. Exemples de systémes a deux composants et
leurs implications chez les bactéries.

De plus, les systtmes a deux composants ont montré plusieurs caractéristiques trés
intéressantes pour devenir une cible privilégiée pour le développement de nouvelles thérapies
antibactériennes®

- les TCS sont présents chez les bactéries, les levures, les champignons filamenteux et
les plantes. Cependant, ils sont totalement absents chez les mammiféres, y compris les
humains.

- les HKs et les RRs possédent un haut degré d’homologie de séquence au niveau de
leur site actif, ce qui pourrait engendrer le développement d’une molécule a large spectre.

- une thérapie multicible supposerait un ralentissement considérable dans le
développement de résistance, dii au fait qu’une mutation simultanée de plusieurs génes codant
pour la molécule biologiquement active est peu probable.

- certains TCS sont considérés comme essentiels pour les bactéries et leur inhibition
conduirait a la mort des cellules bactériennes. D’autres TCS sont impliqués dans les
mécanismes de résistance et leur inhibition pourrait conduire a une atténuation de ces
mécanismes.

Compte tenu de I’implication importante des TCS dans la résistance aux antibiotiques et de

son absence chez les eucaryotes supérieurs, cette cible biologique présente un fort potentiel

pour le développement de nouveaux antibiotiques et de nouveaux adjuvants™.
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2.3. L’inhibition des voies de signalisation

La caractérisation aux rayons X de plusieurs structures d’histidine kinases et de régulateurs de
réponse a permis d’identifier les caractéristiques structurales qui régissent I’activité de ces
protéines. Par conséquent, plusieurs cibles ont été identifiées comme attractives pour I’action
d’un inhibiteur potentiel, permettant de moduler 1’activité de systemes de signalisation : le
domaine senseur de I’histidine kinase, le domaine de dimérisation (DHp), le domaine de
liaison de I’ATP (CA), le domaine receveur et le domaine effecteur du régulateur de réponse

3031 (Figure 4).

iE €——— Domaine extracellulaire

Membrane Inhibitenrs de TCS ;

Domaine DHp F@ J“—? 'E"'/ \4 L‘)
] | { vs. domaine conserve du RR

} (résidue Asp)

Domaine CA ATP &‘, 5
: A (ﬂj # vs. domaine de liaison 4 I'ADN

: du régulateur de réponse

vs. reconnaissance du signal

v5. phosphorylation

W vs, domaine de liaison a I"ATP

Figure 4. Les différentes cibles pour les inhibiteurs de systémes a deux composants.

Cependant, certains domaines présentent de nombreux inconvénients pour le développement
d’inhibiteurs. Le domaine senseur présente généralement une structure unique pour chaque
histidine kinase. Le méme constat est remarqué avec le domaine de liaison a ’ADN du
régulateur de réponse. La multitude des signaux percus par le domaine senseur se refléte au
niveau du domaine effecteur du régulateur de réponse. Ainsi, le développement de molécules
permettant de cibler spécifiquement ces domaines s’avére difficile. A ’inverse, le domaine de
dimérisation contenant le résidu histidine conservé (domaine DHp), le domaine catalytique de
I’histidine kinase (domaine CA) et le domaine receveur du régulateur de réponse présentent
un haut degré d’homologie structurale. De ce fait, cela suggére qu’une seule molécule pourrait
inhiber plusieurs TCS de maniére quasi-simultanée en ciblant I’un des trois domaines®>*,

De plus, chez les bactéries a gram-positif et a gram-négatif, la structure du domaine

catalytique n’a révélé aucune similitude avec les sérine, thréonine et tyrosine kinases

présentes chez les eucaryotes. En d’autres termes, un ciblage hautement spécifique des
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histidine kinases est possible sans pour autant risquer une interaction avec des kinases
humaines. Par ailleurs, d’autres études ont mis en évidence une homologie avec d’autres
protéines : la protéine gyrase de la famille des ADN topoisomérases, la protéine chaperonne
Hsp90 et la protéine de réparation de I’ADN MutL. Collectivement, les membres de cette
superfamille appelée GHKL (ADN Gyrase, Hsp90, histidine Kinase et MutL.), ont montré un
ensemble de motifs communs pour le site de liaison a I’ATP, appelé : « Bergerat fold ».
D’autre part, il n’y a pas de telle homologie pour les régulateurs de réponse’ >,

En conclusion, le choix de cibler les systemes a deux composants et plus particulierement le

domaine catalytique des histidine kinases s’avére étre une stratégie de choix pour le

développement de nouvelles molécules antibactériennes.

3. Etat de I’art

Depuis 1995, le nombre d’articles scientifiques relatant des informations (fonctions,
mécanisme) sur les systémes a deux composants n’a cessé¢ de croitre. De plus, avec
I’émergence de nombreuses études structurales sur les histidine kinases, la conception
rationnelle d’inhibiteurs a pu étre envisagée. Ainsi, un grand nombre de composés ont émergé
de programmes de recherches intensifs comme le criblage a haut débit de bibliothéque de

’ s 34,35
composés chimiques™

. Une revue non exhaustive des inhibiteurs synthétiques est présentée
par la suite. Les molécules possédant les meilleures activités biologiques sont exposées, ainsi

que les problémes rencontrés pour leur développement.

3.1. Inhibiteurs d’histidine kinases connus de la littérature

En 1993, les premiers inhibiteurs synthétiques ont été rapportés par Roychoudhury et ses
collaborateurs. Les isothiazolones 1 et 2 modulaient I’activité de AlgR2/AlgR1, un systéme a
deux composants impliqué dans la synthése d’un polysaccharide (alginate) servant a
améliorer I’adhérence des biofilms chez Pseudomonas aeruginosa. De plus, I’activité de deux
imidazoliums 3 et 4 a été évaluée et a montré une activité assez faible sur AIgR2. Par contre,
ceux-ci se sont montrés plus actifs sur trois kinases impliquées dans la régulation de facteurs

de virulence chez les humains (Figure 5). Cependant, ces quatre inhibiteurs n’ont pas montré
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une inhibition de la croissance bactérienne a des concentrations supérieures a 50 pg/mL

lorsqu’ils étaient utilisés seuls®.

S/\_\A\O S/\_LO Br Br-
! GG Sy 'y
-~ HoN -
F NT/N Ci4H19 2 \[]/NTN Ci4H19
0]
F Cl
4
F F 3
Clsy (CheA)
1 2 Clog (Nrll) ~ +=0,4-0,6 uM
Clso (AIgR2) =2 M Clg, (AIgR2) = 2 uM Clog (KinA)

Figure 5. Structures des composés 1 a 4.

Par la suite, plusieurs séries d’inhibiteurs de systéme a deux composants vont étre
développées par des chercheurs du R. W. Johnson Pharmaceutical Research Institute. Ils vont
principalement s’intéresser au TCS KinA/SpoOF, responsable du phénomeéne de sporulation
chez Bacillus subtilis. Les composés 5, 6 et 7 vont présenter une activité inhibitrice (Clsg)
comprise entre 1,6 et 45uM, corrélée avec une activité antibactérienne contre plusieurs agents
pathogénes a gram-positif tels que: Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline,

Escherichia faecalis, Streptococcus pneumoniae résistant a la pénicilline (Figure 6)°"®.
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5 - RWJ-49815 6 - Closantel
Clsp (KinA) = 1,6 uM Clsp (KinA) = 3,8 uM
CMI (G+) = 1-2 uyg.mL" CMI (G+) =0,12-1 pyg.mL"!
I
2
cl N Cl
H
Cl

7 - Tétrachlorosalicylanilide
Clsg (KinA) = 45 uM
CMI (G+) = 0,25-0,5 ug.mL"

Figure 6. Structures du composé RWJ-49815, du closantel et du tétrachlorosalicylanilide.
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Des modifications structurales vont étre entreprises pour essayer d’améliorer ’activité de ces
inhibiteurs. Dans un premier temps, la position du phénol et celle de la fonction amide ont été
modifiées. Dans un deuxiéme temps, la fonction amide a été remplacée par un cycle 1,2,4-
triazole pour ses propriétés bioisostériques, sa meilleure solubilité dans les milieux aqueux et
sa capacit¢ a réaliser des liaisons hydrogénes avec le substrat. Cependant, aucune

S1e . . . . rur r 39,40 :
amélioration significative n’a été observée™ " (Figure 7).
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OH Cl OH Cl
Cl Cl

1

Clsp (KinA) = 16 yM
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Figure 7. Structures des inhibiteurs dérivés du tétrachlorosalicylanilide 7.

A ce stade, plusieurs familles de composés hydrophobes ont été décrites comme ciblant le
domaine catalytique de [I’histidine kinase KinA. Cependant, des études menées par
Stephenson, Yamaguchi et Hoch ont permis de mettre en évidence un mécanisme d’action
totalement différent de ce qui avait été rapporté. Les composés 5 et 6 n’étaient pas des
inhibiteurs ATP compétitifs mais provoquaient 1’agrégation de la protéine™'.

D’autres recherches furent entreprises par la méme entreprise. En 1999, un total de 24
molécules incluant des benzoxazines, des benzimidazoles, des bisphénols, des cyclohexénes,
des trityles et des salicylanilides furent testées en tant qu’inhibiteurs de la kinase KinA. Les
molécules présentaient une activité inhibitrice comprise entre 1,9 et plus de 500 uM et une

CMI (concentration minimale inhibitrice) comprise entre 0,5 et plus de 16 pg.mL™.
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Cependant, des études menées par le groupe de recherche confirmaient de multiples
mécanismes d’actions autres que 1’inhibition des TCS. De plus, deux tiers des molécules

causaient I’hémolyse des globules rouges des équidés™ (Figure 8).
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12 - Cyclohexéne 13 - Benzimidazole 14 - Bisphénol
Clsg (KinA) =18 uM Clsg (KinA) =10 uM Clsg (KinA) = 4 uM
% (Hémolyse) = 97% % (Hémolyse) = 16% % (Hémolyse) = 5%

\
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B
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Br CO,H

15 - Salicylanilide 16 - Trityle 17 - Benzoxazine
Clsg (KinA) = 26 uM Clsg (KinA) = 49 uM Clgg (KinA) = 46 uM
% (Hémolyse) = 2% % (Hémolyse) = 100% % (Hémolyse) = 87%

Figure 8. Structures de différentes familles d'inhibiteurs de I'histidine kinase KinA.

Pour finir, deux autres études du R. W. Johnson Pharmaceutical Research Institute furent
publiées sur la méme histidine kinase. La premiére étude s’était intéressée a des
benzimidazoles substitués en position 5 par une fonction amidine* (analogues du composé
13). La deuxie¢me étude menée s’intéressait a 1’étude de dérivés de I’acide anacardique, un
composé naturel retrouvé chez les plantes et dans la coquille de la noix de cajou. Des
membres de cette famille avaient démontré une activité antibactérienne sur plusieurs bactéries
a gram-positif (Figure 9). Comme dans beaucoup de cas, la majeure partie des inhibiteurs
posséde une activité inhibitrice qui n’est pas en relation avec 1’activité antibactérienne

déterminée™
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OH O
OH
O-R
Structure générale des

dérivés de l'acide anacardique
(R = chaine alkyle saturée ou insaturée)

OH O OH O
OH | N OH
0-Cy5H31 = O-Cy4Hzg
Acide anacardique 18

C|50 (K|nA) = 2,2 llM
CMI (G+) = 4 - >64 pg.mL!

Figure 9. Structures des dérivés de I'acide anacardique.

En 2005, Gilmour et ses collaborateurs décrivirent la structure d’un dérivé de la pyridine,

obtenu par criblage a haut débit. Le composé 19 (TEP) présentait une activité inhibitrice sur

un panel de quatre histidine kinases comprises entre 5,5 et 103,8 uM. De plus, celui-ci était

sélectif car il n’occasionnait pas d’inhibition sur un panel de 10 protéines kinases (sérine et

thréonine) présentes chez les mammiféres. Néanmoins, il n’y avait pas d’inhibition de la

. , . , . N -1 . , . N
croissance bactérienne avec une CMI supérieure a 256 pg.mL" sur plusieurs bactéries a gram-

positif et gram-négatif* (Figure 10).

NS NH2HN
HN N~ S O

19 - TEP
Clgo (HpkA) = 5,5 uM
Clsg (YycG) = 13,2 uM
Clsg (EnvZ) = 26,8 uM
Clsg (VanS) = 103,8 uM
CMI (G+) >256 pg.mL1

Figure 10. Structure de l'inhibiteur TEP.

En 2008, un criblage de 150 000 molécules fut réalisé par Rasko et ses collaborateurs, pour

trouver un inhibiteur spécifique du systéme a deux composants QseC/QseB (facteurs de

virulence). Le composé 20 (LED209) a présenté la meilleure activité inhibitrice de 1’histidine

kinase QseC a une concentration de 5 pM. De plus, celui-ci ne présente pas de toxicité chez la

souris et n’interfére pas avec les récepteurs B-adrénergiques humains®® (Figure 11).

20 - LED209
C|50 (QSGC) =5pM

Figure 11. Structure du composé LED209.
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Plus récemment, une équipe américaine a confirmé le fait que les systémes a deux
composants, en plus d’étre une cible idéale pour le développement d’agents antibactériens,
constituaient une cible attractive pour le développement de nouveaux adjuvants
d’antibiotiques. En effet, 1’utilisation d’une molécule (dérivé d’imidazole) a permis de
supprimer la résistance a la colistine (antibiotique polypeptidique) chez Acinetobacter
baumannii et Klebsiella pneumoniae. Ainsi, en interférant avec le systéme a deux composants
PmrA/PmrB, une relation dose-réponse est observée avec la diminution de la CMI a des
valeurs comprises entre 0,5 et 4 pg.mL™' pour une concentration de 30 uM de I’inhibiteur 21*’
(Figure 12). En conséquence, cette molécule est la premicre a avoir été décrite dans la
littérature en tant qu’adjuvant d’antibiotique, par un mécanisme d’inhibition des voies de
signalisation des systémes a deux composants. Cet exemple nous confirme que la modulation
de I’activité des TCS est une approche viable pour combattre les phénoménes de résistances

aux antibiotiques.

N
HN— |
N
H
21
Souche CMI  CMI(ugmL") CMI(ugmL") CMI (ug.mL™)
A. baumannii (ng:mL) Colistine + Colistine + Colistine +

3941 512 > 128 32 4
3942 512 > 128 16 5
4119 512 > 128 4 0.5

Figure 12. Structure et activité du composé 21.

Pour terminer, en 2015, des chercheurs de I’Université d’Indiana aux Etats-Unis ont réalisé un
criblage haut débit grace a une technique basée sur la variation de la polarisation de
fluorescence. Le principe est basé sur le déplacement d’un ligand (ADP) marqué par une
molécule fluorescente (BODIPY), de son site d’action (site actif de la protéine) par une
molécule (inhibiteur). En d’autres termes, cette méthode permet la détermination
d’interactions moléculaires entre une protéine et un ligand, s’appuyant sur une variation de
I’émission de la fluorescence™. Ainsi, 53 000 molécules ont été étudiées par cette méthode

pour leur aptitude a se lier au domaine de liaison de I’ATP de diverses histidine kinases. Deux
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séries de molécules, I’'une possédant un noyau purine (22-25) et D’autre basée sur des
hétérocycles aromatiques (26-30), ont montré une activité inhibitrice sur trois histidine
kinases : HK853, VicK et CheA* (1,21uM < Clso < 1340uM ; Figure 13). Cependant,

plusieurs composés ont montré une cytotoxicité contre des cellules épithéliales du singe.

SO \[N]/ NH NH
o or e o
(;Ig Ly Ly Ly

22 23 24 25
H
S O S .o © s N0 5
ST O = Clw CTR
N N N Br NT N7 NH,
26 27 28
HzCO O OH
N__N
oo S C
NH HO
KD\QKN\N»_ ? OH
CF, HO
29 30

Figure 13. Structures des inhibiteurs d'histidine kinases 22 a 30.

Nous avons pu le voir, I’inhibition des voies de signalisation et plus précisément des histidine
kinases est une approche rationnelle pour le développement de nouveaux agents
antibactériens. De plus, cette approche constitue un axe prometteur dans la synthése

d’adjuvants d’antibiotiques, permettant de lutter contre 1’antibiorésistance.
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3.2. Cible thérapeutique envisagée par notre équipe

3.2.1. WalK/WalR un systeme a deux composants essentiel pour les
bactéries

Les systemes a deux composants contrélent diverses fonctions tant au niveau de I’adaptation,
que dans la virulence de certains pathogenes. De plus, certains ont été caractérisés comme
essentiels pour la survie de la bactérie car impliqués dans la biogénése de 1’enveloppe
bactérienne, comme MtrB/MtrA chez Mycobacterium tuberculosis.

Parmi ceux-ci, le systtme de régulation WalK/WalR (connu aussi sous la désignation
YycG/YycF, VicK/VicR, MicA/MicB) est le plus largement rencontré chez les bactéries a
gram-positif pauvres en bases azotées guanines et cytosines (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Bacillus subtilis, Streptococcus mutans, Staphylococcus
epidermidis)™. Celui-ci présente un degré d’homologie de séquence important entre les
différentes especes bactériennes : environ 45% pour I’histidine kinase et prés de 70% pour le
régulateur de réponse, particulierement conservé au niveau du domaine de liaison a I’ADN.
Cependant, comme pour les autres systémes a deux composants, le domaine senseur N-
terminal présente quant & lui une grande variabilit¢’'. Son implication principale chez les
bactéries se refléte par la régulation de geénes responsables du métabolisme de la paroi
cellulaire, une capacité essentielle pour la survie et la croissance de souches bactériennes. En
conséquence, ce systétme a deux composants s’est avéré indispensable pour les bactéries a
gram-positif et constitue une cible attractive pour le développement de nouvelles thérapies

antibactériennes®’>> %,

3.2.2. Inhibiteurs du systeme a deux composants WalK/WalR
La majeure partie des inhibiteurs de systémes a deux composants WalK/WalR a été publi¢e
par deux équipes. Les premieres investigations menées par 1’équipe de Ryutaro Utsumi ont

conduit a I’identification de dérivés d’imidazoliums avec une Clsy comprise entre 6,6 et 40

UM et une CMI de 1,56 & 12,5 uM>’ (Figure 14).
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31 -NH125 32 - NH126 33 - NH127
Clsg (YycG) = 6,6 uM Clsg (YycG) = 18 uM Clsg (YycG) = 40 uM
CMI (E. coli) = 3,13 ug.mL1 CMI (E. coli) = 12,5 pyg.mL-" CMI (E. coli) = 12,5 ug.mL1
CMI (B. subtilis) = 3,13 pg.mL1 CMI (B. subtilis) = 6,25 pg.mL-1 CMI (B. subtilis) = 1,56 pyg.mL"

Figure 14. Structures et activités des inhibiteurs 31 a 33.

Dans le méme travail, I’équipe japonaise s’est intéressée a la zérumbone, un composé naturel
retrouvé dans le gingembre sauvage. Ce composé de la famille des terpénes ainsi que certains
de ses dérivés ont présenté diverses activités biologiques®® (propriétés anticancéreuses et
antibactériennes). Cependant, la zérumbone n’a pas montré une forte activité inhibitrice sur le
systéme a deux composants WalK/WalR™. Ainsi, deux séries de dérivés non cyclisés ont été
synthétisées et ont montré un intérét certain. Dans un premier temps, le composé 34 a été
obtenu sous forme d’un ratio d’isomeres (E/Z: 3/2). Par la suite, d’autres conditions de
synthéses ont permis d’obtenir cette méme molécule sous forme d’un unique
diastéréoisomére”’. La diminution de la valeur de la Clso a mis en évidence I’importance de la
configuration (E) de I’alcéne en position 10. Dans un deuxiéme temps, I’incorporation de
différents acides aminés au niveau de la fonction acide carboxylique du composé 34 a été
réalisée. Sur un total de trente-trois composés synthétisés, un seul s’est révélé étre actif sur
WalK™®. Cependant, aucune preuve n’a confirmé que I’activité biologique était due a

I’inhibition de I’histidine kinase (Figure 15).
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Zérumbone 34 (E1Z: 3/2) 34 (E/Z: 1/0)
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CMI (E. coli) <1000 pg.mL-" CMI (E. coli) <1000 pg.mL1
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| H Br CMI (SARM) = 100 pyg.mL"!
G CMI (ERV) = 50 pyg.mL-!
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Figure 15. Structures et activités de la zérumbone et de ses dérivés.

Par la suite, les recherches de cette équipe se sont orientées vers le screening de 1368
bouillons de cultures de Streptomyces, un genre de bactérie filamenteuse appartenant a 1’ordre
des Actinobactéries. Ce type de bactérie présente de nombreux avantages dans le
développement de molécules antibactériennes car a I’heure actuelle, prés de 80% des
antibiotiques proviennent du genre Streptomyces™ . Par cette méthode, deux molécules de la
famille des walkamycines ont été isolées et évaluées pour leurs propriétés biologiques. En
premier lieu, la walkamycine B s’est montrée particulierement active contre Bacillus subtilis
et Staphylococcus aureus avec une CMI respective de 0,39 et 0,2 ug.mL™. De plus, il a été
confirmé que la walkamycine B ciblait spécifiquement le domaine catalytique de YycG chez
Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus avec des valeurs de concentration dans le
micromolaire®. En deuxiéme lieu, la walkamycine C, a également montré une inhibition de
I’autophosphorylation de YycG chez Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus, confirmé par
une activité antibactérienne importante contre des bactéries a gram-positif seulement. Par

ailleurs, une activité multiple sur d’autres histidine kinases a été rapportée®’ (Figure 16).
p pp g
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Walkamycine B (R = CHj) Walkamycine C (R = CH,CHy)

Clsg (YycG) =1,6 - 5,7 uM Clgq (VicK) = 2,87 uM
CMI (B. subtilis) = 0,39 pg.mL" Clsg (CiaH) = 4,87 uM
CMI (S. aureus) = 0,2 pyg.mL1 Clsg (LiaS) = 5,63 uM

0,06 pyg.mL! < MIC (G+) < 16 pg.mL""!
CMI (G-) > 64 pg.mL-!

Figure 16. Structures et activités de la walkamycine B et C.

En 2013, de nouvelles recherches réalisées sur les métabolites synthétisés par les
actinomycétes, ont mis en évidence de nouveaux inhibiteurs de 1’histidine kinase WalK®*. La
waldiomycine est une molécule hexacyclique appartenant a la famille des angucyclines, des
antibiotiques qui présentent un motif tétracyclique®. Celle-ci a montré une activité biologique
contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et Streptococcus
mutans avec une Clsy comprise entre 8,8 et 25,8 uM et une CMI entre 4 et 8 pg.mL™' contre

deux agents pathogénes a gram-positif®* (Figure 17).

HaC
HsC o
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Hye O

CO.H

Waldiomycine
Clsp (WalK) = 8,8 - 25,8 uM
CMI (SARM) = 2 pg.mL-"
CMI (B. subtilis) = 2 ug.mL"?

Figure 17. Structure et activités de la waldiomycine.
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La deuxiéme équipe a s’étre intéressée au développement d’inhibiteurs du systéme a deux
composants WalK/WalR est celle de Di Qu. Leurs recherches se sont uniquement basées sur
des molécules synthétiques, obtenues par modélisation moléculaire. En 2006, un criblage
virtuel est réalisé sur soixante-seize molécules et a mis en évidence sept chefs de file
potentiels avec une inhibition de la croissance chez Staphylococcus epidermidis. Ensuite, six
molécules (36-41) provenant des chefs de file identifiés ont montré une inhibition de la
phosphorylation de la protéine YycG. Par ailleurs, les composés n’ont pas montré d’activité

hémolytique et ne présentent pas de toxicité sur des cellules de mammiféres® (Figure 18).
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36 37 38
C|50 (YyCG) =48 HM C|50 (YyCG) =29 [JM C|50 (YyCG) =135 [JM
CMI (S. epidermidis) = 50 pg.mL"! CMI (S. epidermidis) = 25 ug.mL'  CMI (S. epidermidis) = 12,5 ug.mL"
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M oy
ot o | @ O HN ° = i ©/
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O
39 40
C|50 (YyCG) =15 IJM C|50 (YyCG) =6,5 [JM
CMI (S. epidermidis) = 12,5 - 25 uyg.mL-1 CMI (S. epidermidis) = 0,2 - >200 pg.mL""
OH
0]
| OH
S / \ 41

Clsg (YycG) = 14 uM
CMI (S. epidermidis) = 6,25 pg.mL1

N%N 0
XY 0
J

Figure 18. Structures et activités des chefs de file obtenus par I'équipe de Di Qu.
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A 1a vue de ces résultats prometteurs, 1’équipe a entrepris des modifications structurelles des
divers chefs de file obtenus. Par exemple, six dérivés du composé 37 ont été réalisés en
conservant le cycle thiazolidione central, accompagnés d’une augmentation significative de

Iactivité bactéricide sur Staphylococcus epidermidis®® (Figure 19).

42
1 CMI (S. epidermidis) = 3,3 pg.mL-"

C|50 (YYCG) =29 IJM
CMI (S. epidermidis) = 25 pg.mL-1

43
CMI (S. epidermidis) = 1,5 ug.mL-"1

Figure 19. Structures et activités des inhibiteurs dérivés du composé 37.

De 2011 a 2014, de nombreuses modifications ont été entreprises sur le composé 41 et ont
conduit a plusieurs séries d’inhibiteurs s’articulant 1a aussi autour du cycle thiazolidione®”®",
Dans un premier temps, 1’ouverture du cycle A (pyrimidine) a permis d’obtenir un dérivé plus
actif (44) contre Staphylococcus epidermidis que le compos¢ 41. Cependant, la modification
du substituant 1,3-benzodioxole (composé¢ 45) n’a pas eu d’influence sur Dactivité
antibactérienne. Dans un deuxiéme temps, des atomes d’halogeénes ont été incorporés aux
différents substituants du cycle pyrimidine. Le dérivé chloré (46) a montré une inhibition de
croissance chez Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus aureus ainsi qu’une Clsy de

12,65 pM. De plus, sur la vingtaine de composés obtenus, aucun n’a présenté d’activité

hémolytique sur des globules rouges humains a une concentration de 50 uM® (Figure 20).
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Ouverture du cycle A

CO,H
CMI (S. epidermidis) = 3,125 pg.mL"!

Clsg (YycG) = 14 uM
CMI (S. epidermidis) = 6,25 pg.mL"!

Modification des différents
substituants cu cycle A

CO,H

45
CMI (S. epidermidis) = 6,25 pg.mL"1

CO,H

46

Clsg (YycG) = 12,65 uM
CMI (S. epidermidis) = 1,56 - 3,125 yg.mL"?
CMI (S. aureus) = 6,25 pg.mL-"
CMI (E. coli) > 200 pyg.mL1

Figure 20. Structures et activités des inhibiteurs dérivés du composé 41.

Les systémes a deux composants représentent une cible thérapeutique de choix dans le
développement de nouvelles thérapies antibactériennes. L’augmentation des connaissances
sur ces voies de signalisation a permis le développement de plusieurs familles d’inhibiteurs
d’histine kinases, obtenus majoritairement par criblage de bibliothéques de molécules ou par
I’isolation de métabolites secondaires provenant de souches bactériennes. Cependant,
plusieurs molécules ont montré une activité hémolytique, une toxicité contre des cellules de

mammifeéres et surtout un mécanisme d’inhibition attribué a 1’agrégation de la protéine

cible?’.
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4., Travaux préliminaires réalisés au laboratoire

4.1. Différences structurales du site actif chez la super famille GHKL

Une caractéristique commune aux histidine kinases bactériennes est la conservation du
domaine de liaison a ’ATP. Auparavant, nous avons expliqué que celui-ci ne présentait pas
de similarité avec les kinases retrouvées chez les eucaryotes (sérine, thréonine et tyrosine).
Par ailleurs, I’obtention de plusieurs structures cristallines de domaines catalytiques a mis en
¢vidence un domaine conservé appelé le « Bergerat Fold », retrouvé chez I’ADN gyrase,
Hsp90 et MutL (GHL). Cependant, cette caractéristique structurale commune a plusieurs
protéines n’a été que trés peu exploitée pour le développement de nouveaux inhibiteurs’
(Figure 21).

Parmi les protéines qui composent la superfamille GHKL, des différences existent au niveau
des résidus retrouvés dans le site de liaison de I’ATP’' :

- (1) : T’histidine kinase posséde une interaction de type m-stacking permettant de
positionner le cycle adénine de I’ATP. Les résidus Tyr (tyrosine), Phe (phénylalanine) et His
(histidine) sont uniquement retrouvés chez les histidine kinases.

- (2): le résidu Glu (acide glutamique) conservé dans les protéines GHL intervient
dans la réaction d’hydrolyse de I’ATP. Celui-ci est remplacé par un résidu Asn (asparagine)
qui facilite la formation d’un complexe de coordination entre un ion divalent indispensable a
Iactivité kinase’> (Mg®") et les groupements phosphates de I’ ATP.

- (3) : la partie en 3’ forme une face hydrophobe unique chez les histidine kinases.

- (4) : la longueur, la structure et la conformation de la boucle de liaison de I’ATP
varient entre les protéines GHL et HK.

- (5) : les interactions présentes au niveau de la partie bleue ne sont pas conservées
entre les protéines GHL et HK.

- (6) et (7) : par ailleurs, les résidus les plus conservés entre les protéines sont le résidu
Asp (acide aspartique) établissant une liaison avec la fonction amine du cycle adénine et le

résidu Asn qui se coordonne au groupement a-phosphate.

42



A. Protéines GHL B. Protéines HK

s Tyr/Phe/s—
b & His/Ala
e )

L ] -
. L= y

| - ® ° o#.snf'" o
.Blu.-"" - .Mn'.-"'#. '

Figure 21. Représentation du site de liaison de I'ATP chez les protéines de la famille GHKL.
Les différences structurales entre les protéines GHL (A: ADN Gyrase, Hsp90, MulL)
et l'histidine kinase B (PhoQ) sont indiquées par des numéros rouges
et les points communs par des numéros bleus.

De ce fait, la conception de nouvelles familles de molécules potentiellement actives pourrait
étre réalisée en tirant partie de ces diverses variations et ainsi étre sélectives des histidine

kinases ou des protéines GHL.

4.2. Inhibiteurs communs d’histidine kinases et de la protéine Hsp90

Cette stratégie fut confirmée par une étude menée en 2008 par quatre chercheurs américains.
Ils démontraient ainsi que des inhibiteurs spécifiques de la famille GHL pouvaient présenter
une activité sur les protéines histidine kinases. L’étude portait sur des inhibiteurs de Hsp90 :
le radicicol (antifongique naturel), la geldanamycine et la tanespimycine (17-AAG) et sur un

inhibiteur ciblant I’ADN gyrase : la novobiocine” (Figure 22).
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Geldanamycine Tanespimycine (17-AAG)
Figure 22. Structures d'inhibiteurs de la famille GHL ciblant
le systéme a deux composants PhoQ.

Du fait de la conservation relativement importante du « Bergerat fold », le radicicol a
démontré une inhibition de la phosphorylation de PhoQ (Kd(PhoQ) = 715 uM contre
Kd(Hsp90) = 19 nM), une histidine kinase impliquée dans les facteurs de virulence chez
Salmonella. Cette inhibition fut démontrée par des analyses RMN et confirmée par
I’obtention de la structure cristallographique du radicicol interagissant avec le site actif de
PhoQ. La novobiocine, la geldanamycine et la tanespimycine ne présentaient quant a elles
qu’une activité plus faible ou I’absence de liaison au site actif. Cette différence de sélectivité
est liée en partie, a une disparité rencontrée au niveau de la boucle de liaison a I’ATP entre les
deux protéines. Les structures cristallographiques ont confirmé que le radicicol présentait une
orientation opposée au niveau du site actif de Hsp90 et de PhoQ, impliquant une diminution
du nombre de liaisons hydrophobes avec PhoQ"”.

Pour conclure, le radicicol a montré pour la premiere fois que des inhibiteurs de la famille
GHL pouvaient interagir avec le site de liaison de I’ATP d’une histidine kinase. Ainsi, la
conception de nouveaux inhibiteurs spécifiques aux histidine kinases et présentant une affinité
limitée pour les protéines eucaryotes peut étre réalisée en exploitant les variations structurales

r: 49,70
de ces protéines™"".
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4.3. Modélisation moléculaire

Ce travail de modélisation moléculaire a été effectué¢ par le Dr. Alexandre Lebeau, attaché
temporaire d’enseignement et de recherche a I’Université de Nimes de 2013 a 2015.

A la suite de ces travaux, notre objectif s’est orienté vers le développement, de maniére
rationnelle de nouveaux inhibiteurs ciblant spécifiquement le domaine de liaison de I’ATP de
I’histidine kinase. De plus, il a été envisagé de cibler de manicére simultanée plusieurs
histidine kinases, permettant une évolution plus difficile des geénes de résistance que dans le
cas d’une thérapie a cible unique. Pour cela, notre approche s’est fondée sur 1’utilisation de la
modélisation moléculaire et plus précisément sur la conception de molécules basées sur la
structure de la protéine cible.

Pour concevoir et orienter les travaux de synthéses, nous nous sommes basés sur la structure
cristallographique du domaine de liaison de I’ATP de I’histidine kinase WalK (code pdb :
3SL2) chez Bacillus subtilis, publiée récemment avec une résolution de 1,61A™. En étudiant
le mode de liaison de I’ATP chez Bacillus subtilis, nous avons pu confirmer le fait que
certaines interactions étaient essentielles a la stabilité ainsi qu’a la formation du complexe
entre I’ATP et I’histidine kinase. Dans un premier temps, nous avons observé des liaisons
hydrogéne entre le résidu Asp533, le cycle adénine de I’ATP et une molécule d’eau
(Water822). Dans un deuxiéme temps, nous avons remarqué une interaction de type « -
stacking » entre le noyau purine et le résidu Tyr507. Ainsi, ces deux types d’interactions sont
indispensables pour la liaison de ’ATP dans le site actif de 1’histidine kinase (Figure 23). Ces
observations ont confirmé une différence de taille au niveau du site de liaison de I’ATP entre
les membres de la superfamille GHKL. La présence d’une liaison hydrophobe « n-stacking »
est indispensable chez WalK et absente chez I’ADN gyrase, Hsp90 et MutL (Figure 21). De
ce fait, deux critéres de choix s’offrent a nous pour concevoir des ligands de manicre
rationnelle : la formation de liaisons hydrogenes et I’établissement d’interactions hydrophobes

avec ces différents éléments.
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Figure 23. Mode de liaison de I'ATP chez WalK.

Précédemment, nous avons mis en avant une nouvelle stratégie encore peu utilisée, pour la
conception de molécules spécifiques des histidine kinases. Nos recherches se sont orientées
vers la base de données des protéines (PDB) pour identifier différentes structures de
complexes protéine-ligand chez la famille GHL. L’ADN gyrase apparait comme le choix le
plus intéressant, puisque plusieurs ligands ont ét¢ publiés dans la littérature avec une affinité
de I’ordre du nanomolaire’>’°. En d’autres termes, nous avons choisi une structure cristalline
avec une résolution de 1,63A (code pdb : 3TTZ) et un ligand de type pyrrolamide (47) (acide
2-[(3S,4R)-4-{[(3,4-dichloro-5-méthyl-1H-pyrrol-2-yl)carbonyl]amino} -3-fluoropiperidin-1-
yl]-1,3-thiazole-5-carboxylique), démontrant une Clso de 4nM’’ (Figure 24).

CHa
Ci\r’?’(
MNH
S
Cl
O

F:. (Nj
N)\S

CO.H

47
Clso (S. aureus Gyrase By =4 nM g

Figure 24. Structure topologique et cristallographique du pyrolamide 47.
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Par la suite, des études comparatives de modélisation moléculaire ont été effectuées
un premier temps, la superposition des deux protéines (histidine kinase et ’ADN gyrase) a été
réalisée par le logiciel VITO™. Cet alignement de séquences permet I’identification de zones
de similarité entre acides aminés. Dans un deuxiéme temps, le ligand 47 (inhibiteur de I’ADN
gyrase) est transféré dans la structure cible (histidine kinase) permettant la visualisation du
complexe et la déduction des interactions protéine-ligand. Ainsi, ’affinit¢ du dérivé
pyrrolamide (47) a été évaluée avec le logiciel DSX®'. En conséquence, nous avons observé
une liaison hydrogene entre la fonction NH du cycle pyrrole et le résidu Asp533 dans le fond
de la poche ATP. Cependant, il existe un encombrement stérique relativement important au
bord de cette méme poche (Figure 25). Cette géne stérique est expliquée par une différence
notable au niveau des effets électroniques de cette partie de la poche ATP. En effet, chez
I’ADN gyrase, le bord de la poche est chargé avec la présence de deux résidus: Arg84
(arginine) et Glu58 (acide glutamique) formant un pont salin et le résidu Argl44, interagissant
avec la fonction acide du pyrrolamide. Au contraire, chez I’histidine kinase, cette partie de la
poche ATP est plus hydrophobe avec la présence de trois résidus : Tyr507 (tyrosine), Leu568

(leucine) et [1e536 (isoleucine).

Figure 25. Evaluation de I'affinité du pyrolamide 47 pour le domaine de liaison a I'ATP de
I'histidine kinase WalK. Les sphéres bleues représentent une interaction favorable
alors que les sphéres rouges représentent une interaction défavorable.
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4.4, Stratégie de conception des composés

Les différentes observations réalisées précédemment ont permis une caractérisation rapide des
changements structuraux nécessaires pour obtenir une spécificité et une affinité pour de futurs
ligands. La stratégie imaginée pour la conception des molécules est présentée a la Figure 26 et
expliquée dans la suite.

Dans un premier temps, la fonction amine (-NH) du cycle pyrrole réalise une liaison
hydrogene avec le résidu Asp533 et la fonction amide est capable de réaliser le méme type de
liaison avec la molécule d’eau (Water822). Ainsi, la rigidification de la fonction amide est
réalisée par cyclisation pour donner I’intermédiaire 48. Dans un deuxi¢me temps, 1’ajout d’un
cycle aromatique permet de maintenir une certaine hydrophobie et cela conduit & une
géométrie plane comme dans le cas du pyrrolamide 47 (intermédiaire 49). Dans un troisiéme
temps, du fait de la géne stérique, la réduction de la taille de la molécule est envisagée avec la
suppression du cycle pipéridine. De plus, la chiralité n’est pas maintenue car elle peut étre
difficile & maitriser (intermédiaire 50). Pour finir, une dernic¢re simplification est envisagée
avec le remplacement du cycle thiazole par un thiophéne, plus rapidement et plus facilement

accessible, conduisant a la structure générale 51 (Figure 26).
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Figure 26. Stratégie de design.

4.5. Formule générale des composés

Une bibliothéque de composés basée sur la structure générale 51 a été développée. En premier
lieu, le cycle benzénique a été substitué en position R, Ry, R3 par différents groupements qui
peuvent étre donneurs ou accepteurs de liaisons hydrogeénes. Dans la majeure partie des cas, la
substitution ne sera effective que sur une seule position a la fois. Dans un deuxiéme temps, le
cycle thiophéne sera substitué par des groupements polaires dans le but d’augmenter la

solubilité (Figure 27).
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Donneurs ou accepteurs de

RZ liaisons hydrogénes
/R R, =R, =R,=NH,, OH,
Rs NH(CH,),OH. OCH,
Rj S
R4

Substituants polaires :
R, = NO,. CH,CO, NHCOCH,

Figure 27. Structure générale des composés développés
en tant qu'inhibiteurs potentiels de WalK.

Pour finir, le mode de liaison de cette bibliothéque virtuelle au niveau du site de liaison de
I’ATP de WalK, a été évalué grace aux logiciels PLANTS et DSX™. Ainsi, il apparait que le
cycle benzénique se trouve au fond de la poche ATP et que les substituants sont orientés en
direction du résidu Asp533. Le cycle thiophéne pourrait, quant a lui, étre engagé dans une
interaction de type m-stacking avec le résidu Tyr507. De plus, les substituants polaires seraient

orientés en direction du solvant (Figure 28).

Figure 28. A: Mode de liaison du composé 63 dans le site de liaison de I'ATP de WalK
obtenu avec le logiciel PLANTS. B: Evaluation du composé 63 avec le logiciel DSX.
Les spheres bleues représentent une interaction favorable. Les lignes bleues représentent
une distance favorable alors que les lignes rouges représentent une distance défavorable.

En conclusion, vingt-quatre molécules de cette bibliothéque virtuelle ont été envisagées pour

le développement de nouveaux inhibiteurs de I’histidine kinase WalK.
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5. Syntheése d’une bibliotheque de molécules

5.1. Généralités sur les réactions de couplage

Les réactions de couplage organométalliques représentent un outil essentiel pour le chimiste
dans le domaine de la synthése organique. De plus, la formation des liaisons C-C a toujours
constitué un challenge de taille pour 1’obtention de molécules novatrices. Cependant,
plusieurs découvertes majeures dans le domaine de la catalyse par les métaux de transition ont
permis 1’¢élaboration de méthodes simples et puissantes pour obtenir ce type de liaison. Au
cours de la derniére décennie, les réactions catalysées par les métaux de transition ont connu
une expansion formidable en termes de publications et de brevets avec en premicre place le
couplage de Suzuki, suivi du couplage de Heck et de Sonogashira (catalyse palladium/cuivre).

En 2010, Richard Heck, Ei-ichi Negishi et Akira Suzuki regurent le prix Nobel de chimie

pour leurs travaux sur la catalyse au palladium (Tableau 2)%*,
Nom de la Année de Réactif A Réactif B Produit

A . \ Catalyseur

réaction découverte (X =halogenes) (R =alkyle) obtenu
Heck 1972 R;-X AR, Pd Ris g,

Sonogashira 1975 R;-X =R, Pd/Cu R———R,

NegIShl 1976 R1 -X XZI’I-Rz Pd Rl-Rz
Stille 1978 R1 -X (R)3 SH-RZ Pd Rl-Rz
Suzuki 1979 R1 -X (HO)QB-RQ Pd Rl-Rz

Tableau 2. Principales réactions de couplages catalysées par les métaux de transition.

Par la suite, leurs observations ont inspiré d’autres chercheurs pour permettre le
développement d’une large gamme de réactions comme le couplage carbone-hétéroatome

(couplage de Buchwald-Hartwig : liaison carbone-azote) ou encore des o-arylations®”.

5.2. La réaction de couplage croisé de Suzuki-Miyaura

La réaction de couplage impliquant un dérivé organoboré, comme un acide ou un ester
boronique, et un dérivé halogéné (brome ou iode) ou plus récemment décrit un dérivé pseudo-

halogéné comme le groupement triflate (CF3SO;) est connue sous le nom de couplage de

Suzuki-Miyaura. Cette découverte réalisée en 1979 par Akira Suzuki et Norio Miyaura,
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décrivit en premier lieu I’arylation de vinylboranes vinyliques par une réaction entre un dérivé
y y

acétylénique et un halogénure d’aryle®™ (Figure 29).

R1 — R2 R1 R2 ArX R1 RZ
. _ _
PdL,, Base
HB(Y), H  B(Y) 4 HoAr

Figure 29. Exemple du premier couplage réalisé par Suzuki et Miyaura.

A ce jour, le couplage de Suzuki-Miyaura est une des réactions les plus utilisées tant au
niveau de la recherche académique qu’au niveau industriel®’. En effet, que ce soit dans les
produits naturels, les polymeéres, les ligands ou les produits pharmaceutiques, un grand
nombre de structures possédent généralement une structure de base de type biaryle®™

(Figure 30).

OH
CO,H HN-N o)
W/kN O NN
O
HO
Valsartan Dragmacidine Ptérosine A
(Antihypertenseur) (Antiviral) (Antidiabétique)

Figure 30. Exemples de molécules biologiquement actives synthétisées par

couplage de Suzuki-Miyaura. Les liaisons rouges indiquent les
91-93

liaisons obtenues par couplage de Suzuki-Miyaura
Le fait que cette réaction soit une des plus répandues de la littérature en matiere de couplage
organométallique n’est pas anodin. Celle-ci présente de nombreux avantages: (i) les
conditions opératoires requises sont douces, (ii) de nombreux acides boroniques sont
disponibles commercialement, (iii) les sous-produits secondaires peuvent étre éliminés
facilement ce qui représente un avantage pour le développement industriel’, (iv) les acides
boroniques sont relativement stables, inertes vis-a-vis de ’eau et de I’oxygéne, (v) la réaction
est tolérante par rapport a un grand nombre de groupes fonctionnels, (vi) les acides
boroniques sont moins toxiques et plus respectueux de D’environnement que les

: 90
organostanniques .
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D’un point de vue mécanistique, le cycle catalytique de la réaction de Suzuki-Miyaura est
analogue aux autres réactions de couplages catalysées par le palladium. Dans un premier
temps, la dissociation de deux ligands L du catalyseur introduit dans la réaction conduit a la
formation de 1’espéce réactive A. Le complexe de palladium (IT) (B), un métalloide, est
généré in situ par addition oxydante d’un dérivé halogéné sur le catalyseur alors a 1’état
d’oxydation 0 (A). Dans un deuxiéme temps, un échange entre I’atome d’halogéne (X) de
I’espéce (B) et ’anion de la base utilisée est effectué par une étape de métathése pour
conduire a I’intermédiaire (C). Dans un troisi¢éme temps, une étape de transmétallation, c’est a
dire un échange de ligands entre le complexe (C) et la base est réalisée pour obtenir le dérivé
(D). Pour finir, une dernicre étape dite d’élimination réductrice, conduit au couplage des deux

entités R et R, et & la régénération du complexe de palladium activé (A (F igure 31).

L,Pd(©)
Elimination réductrice (4) l"?L
—R2 L,Pd©
RZ_X
(A)

K Addition oxydante (1)
L

X
©) Lpd LPdD (B)
TN 2N
Ry R
M*+(-OR)
L,Pd( Métathése (2)
\ M*(-X)
Transmétallation (3) R2
()

Figure 31. Cycle catalytique général pour le couplage de Suzuki-Miyaura.
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5.3. Synthese d’une famille de molécules dérivée du thiophéne

Nous avons vu a la Figure 27 que la structure générale des composés obtenus apres 1’étape de
mod¢lisation comportait un cycle benzénique substitué¢ en différentes positions par des
groupements donneurs ou accepteurs de liaisons hydrogénes et un hétérocycle. La
disponibilité, d’un point de vue commercial, de divers acides boroniques (56-62) ainsi que de
plusieurs analogues thiophéniques (52-54), ont permis le développement de ces molécules par

réaction de couplage catalysée au palladium de type Suzuki-Miyaura”* (Figure 32).

R
HO),B s R [ 2 R
/@\ + (HO) \C[ ° U] R 'S °
R S Br -77%

1 R, 17-77% R,
52: R4=NO, 56: R,=NH,HCI ; R3=H ; R4=H 63: R4=NO;; Ry=NH, ; R3=H ; R4y=H
53: R1=CH3CO 57: Ry=H ; R3=NH,HCI ; R,=H 64: R{=NO,; R>=H ; R3=NH, ; R4=H
54: R1=NHCOCHj; 58: Ry=H ; R3=H ; R4=NH,HCI 65: R4=NO;; Ry=H ; R3=H ; R4=NH,
59: R,=OH ; Rz=H ; R4=H 66: R1=NO;; R;=OH ; R3=H ; R4=H
60: Ry=H ; R3=OH ; R,=H 67: R1=NO;; Ry=H ; R3=OH ; R4=H
61: R,=H ; R3=H ; R,=0OH 68: R1=NO,; Ry=H ; R3=H ; R4=OH

62: R,=OCHj ; R3=OCHj ; R4=H 69: R1=CH3CO ; Ry=NH; ; R3=H ; R4=H

70: R4=CH3CO ; Ro=H : Rs=NH, ; R,=H
71: R1=CH3CO ) R2=H ) R3=H ) R4=NH2

72: R1=CH,CO ; Ry=OH ; Ry=H ; R,=H

73: R4=CH3CO ; Ro=H ; Ry=OH ; Ry=H

74: R1=CH3CO y R2=H ; R3=H ; R4=OH

75: Ry=NHCOCHS; ; Ry=NH, ; Ry=H ; R,=H

76: R;=NHCOCHS; ; Rpy=H ; Ry3=NH, ; R,=H

77: Ry=NHCOCHS; ; Ro=H : R3=H ; R;=NH,

78: R;=NHCOCHS, ; Ry=OH ; Ry=H ; R,=H

79: Ri=NHCOCHS ; Ry=H ; Ry=OH ; R,=H

80: R;=NHCOCHS; ; Ry=H ; Ry=H ; R,=OH

81: R1=N02 ) R2=OCH3 ) R3=OCH3 y R4 =H

82: R1=CH3CO ) R2=OCH3 ) R3=OCH3 ) R4=H
83: R1=NHCOCH3, R2=OCH3 ) R3=OCH3 ) R4=H

Figure 32. Synthése des dérivés thiophéniques par couplage de Suzuki-Miyaura. Réactifs et
conditions opératoires: (i) Pd(PPhs)s ou PdCl>(PPh3),, Na.CO3 ou K.CO3 ou Cs,CO3,
Toluene/EtOH ou 1,4-dioxane/H,O ou DMF/H.0 ou DMF, 70-90°C.

De plus, le dérivé 2-acétamido-5-bromothiophéne (54) est facilement accessible en deux
étapes'®. Dans un premier temps, une réaction de condensation du composé 53 en présence
de chlorhydrate d’hydroxylamine et d’acétate de sodium conduit a I’obtention des deux

oximes (E)-55 (54%) et (£)-55 (45%). Dans un deuxiéme temps, I’oxime (E)-55 est engagée
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dans un réarrangement de Beckmann, ce qui permet de convertir la fonction oxime en une

fonction acétamide. Le composé 54 est obtenu avec un rendement de 88% (Figure 33).

NH,OH-HCI
I\ CH3CO,Na-3H,0 7\ .\ [\
Br” S EtOH/H,0 (41, viv)  Br™ “s” Br™ 8" Y5
90°C, 3h 6
o 99 N, N
° OH HO
53 (E)-55 (2)-55
TsCl, NaOH
Acétone/H,0 (3,5/1, v/iv)
60°C, 1,5h

88%

IR

Br S N 'CHj
H

54

Figure 33. Synthése du composé 54 par réarrangement de Beckmann.

La séparation des deux isoméres (E)-55 et (£)-55 par colonne chromatographique est
nécessaire pour 1’obtention de I’acétamide 54. En effet, lorsque 1’oxime existe sous deux
formes diastéréoisomériques Z et E, le groupe qui migre de fagon préférentielle est celui situé

en position anti du groupement OH (Figure 34).
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I N cHy —>= M N _cH, ! Vo
Br™ 'S Y N=C-CH
Br” s I\}(E) r (\,\}m A Br™ "s” N 3
. N 2
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Figure 34. Mécanisme de la condensation de Beckmann.

Par ailleurs, les composés 63-65 ont ¢ét¢ engagés en réaction en présence de 2-iodoéthanol
(large exces) a 90°C sous atmosphere inerte dans des tubes scellés, pour conduire aux dérivés
N-substitués avec un rendement modéré'®! (31% a 42%). Dans cette réaction, le 2-iodoéthanol
a un double rdle : il est a la fois le réactif et le solvant de la réaction. Pour réduire la quantité
importante de réactif (dix équivalents) et limiter la formation du produit N,N-dialkylé
(formation inévitable engendré par I’augmentation de la nucléophilie de I’atome d’azote apres
la premiere alkylation), I’utilisation de solvant comme le DMF ou le toluéne a été envisagée.
Dans la pratique, le choix du DMF était plutdt intéressant car un faible volume (0,2 mL)
permettait de solubiliser les réactifs de départ. Cependant, les rendements étaient plutot
faibles et on observait I’apparition de plusieurs impuretés apres réaction (entrée 5 et 7).
Ensuite, 1’utilisation d’une faible quantité¢ de toluéne permettait de solubiliser le réactif de
départ mais le rendement était assez limit¢é méme au bout de 24h (entrée 2 et 3). De plus,
lorsqu’un exces de toluéne était employé€, la réaction n’était pas réalisable (entrée 4) (Figure

35).
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/ \ |/\/OH [\
02N S 02N S

AN > N /\/OH
R ° : —N
| P NH, 90°C, Ny, tube scellé | / 5
84: position ortho
63-65 85: position meta
86: position para

0
, | Molécule Nbr. éq. de 2- Volume  Temps de o (6‘3)
Entrée ] ) , Solvant o Rdt apres
de départ  iodoéthanol (solvant)  réaction .
reaction
1 63 1 DMF 0,2 mL 16h 32% 19%
2 65 4,5 DMF 0,2 mL 18h 21% /
3 63 0,66 Toluéne 1 mL 14h 7% 88%
4 63 0,66 Toluéne 1 mL 24h 30% 40%
5 63 0,66 Toluéne 4 mL 6h 0% 100%
6 63 10 / / 3h 37% /
7 64 10 / / 3h 42% /
8 65 10 / / 3h 31% /

Figure 35. Résultats des différents essais pour la réaction
de substitution en présence de 2-iodoéthanol.

6. Evaluations pharmacologiques des composés dérivés du
thiophene

6.1. Inhibitions multiples d’histidine kinases

Ce travail a été réalisé par nos collaborateurs les Dr. Hendrick Szurmant et Dr. Christopher
Zschiedrich, respectivement chercheur et post-doctorant a « The Scripps research institute ».
Dans un premier temps, les dérivés 63 a 86 ont été évalués pour leur capacité a inhiber
I’autophosphorylation des histidine kinases. Pour ce faire, les domaines de liaisons a I’ATP
(Bergerat fold) de deux histidine kinases WalK de Bacillus subtilis ont été utilisés : WalK>**
012 ¢t WalK*’*%'?, Le premier posséde un domaine HAMP supplémentaire ayant comme
fonction la régulation du signal, comme la phosphorylation chez I’histidine kinase. Celui-ci
est présent chez les Histidine kinases, les Adényl-cyclase, les protéines de chimiotaxie liant
un groupe Méthyl et chez les Phosphatases.

Les tests ont été effectués avec une concentration équimolaire (ImM) des dérivés du
thioph¢ne et de I’ATP. Ceux-ci ont montré une inhibition importante sur ’activité des

histidine kinases pour huit d’entre eux : 65, 66, 67, 70, 71, 73, 81, 86 (Figure 36). Ces huit
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composés ont €té¢ considérés comme particulierement attractifs et feront 1’objet d’une

¢valuation biologique plus importante.

d— walKIlH-E 12 ~31 P

— WalK272-61 1 -32 P

— Wal K2M-612 ~31 P

— wanz:rz-e 12 ~32 P

C c ..

L N I B
— W (20612 -31P

— wale'Fz-ﬁiz ~31P

Figure 36. Evaluation de la capacité d'inhibition des dérivés du thiophéne sur WalkK.

Comme nous DI’avons dit précédemment, une caractéristique souhaitable pour le
développement des inhibiteurs est de cibler de maniére spécifique et simultanée plusieurs
histidine kinases d’un organisme. En effet, une inhibition multiple permettrait de diminuer
I’apparition des résistances et de développer un composé antibactérien a large spectre. Ainsi,
I’activité inhibitrice des huit composés cités précédemment a été évaluée également sur
d’autres histidine kinases de Bacillus subtilis : PhoR (impliquée dans la régulation du
phosphate) et ResE (impliquée dans la détection de la limitation d’oxygene et de nitrate chez
les bactéries). Un exemple d’inhibition multiple est présenté a la Figure 37 pour le composé

67.
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Figure 37. Tests d'inhibitions multiples pour le composé 67.

6.2. Une inhibition spécifique aux histidine kinases

A ce stade, I’inhibition multiple d’histidine kinases est confirmée. Cependant, il n’est pas
impossible que les huit composés présentent une inhibition enzymatique non spécifique. En
d’autres termes, il serait possible d’observer une activité contre les sérine (Ser), thréonine
(Thr) ou tyrosine (Tyr) kinases, des protéines essentielles dans tous les domaines de la vie.
Ainsi, un test d’inhibition a été réalisé sur une sérine/thréonine kinase bactérienne. Pendant
longtemps, il était courant de retrouver dans des publications que les Ser/Thr/Tyr kinases
(STYK) étaient exclusivement retrouvées chez les eucaryotes. Cependant, des voies de
signalisation dépendantes de ces kinases 1a ont été découvertes chez les procaryotes. De plus,
méme si 1’organisation et I’architecture des domaines chez la plupart des STYKSs bactériennes
sont assez différentes de leurs homologues eucaryotes, il apparait que cette famille de
protéines kinases présente une homologie de séquence au niveau de leurs domaines

12 De ce fait, la détermination des Clsy a été effectuée sur la sérine/thréonine

catalytiques
kinase IreK (Escherichia faecalis). Les résultats ont montré une absence d’inhibition a une

concentration supérieure a 800 uM des composés testés (Figure 38).

~ — e

Figure 38. Test d'inhibition sur IreK avec le composé 67.

La conception des molécules repose sur les similitudes et différences de la superfamille

GHKL. Plus précisément, la structure des dérivés du thiophéne a été établie avec comme
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point de départ un inhibiteur de ’ADN gyrase connu. Il n’est donc pas impossible d’observer
une activité seulement sur les histidine kinases mais aussi sur I’ADN gyrase. Comme
précédemment, les huit composés ont été évalués comme inhibiteur de ’ADN gyrase
(Escherichia coli) avec comme référence la ciprofloxacine, un antibiotique connu comme
inhibiteur de cette cible biologique. Les huit composés ont montré une tres faible activité, voir

I’absence d’activité a une concentration de 800 uM (Tableau 3).

Composé | WalK (uM)  PhoR (uM)  ResE (uM)  IreK (uM) ADI(\if/[y)rase
65 181,1 21,37 52,28 >800 >400
66 196,9 122,6 124,3 >800 >400
67 52,81 13,11 89,36 >800 >800
70 145,6 46,18 20,3 >800 >800
71 121,3 33,39 40,38 >800 >800
73 78,37 44,02 32,85 >800 >400
81 134,4 1,63 102,3 >800 >800
86 80,11 11,39 243,9 >800 >400

Tableau 3. Résumé des valeurs de CIs, obtenues contre les différentes cibles biologiques.

En résumé, les huit composés montrent une affinité importante pour les histidine kinases.
Cependant, il n’est pas a exclure qu’une partie des composés pourrait montrer une certaine

activité contre les protéines gyrases de certains organismes.

6.3. Evaluation de ’activité antimicrobienne

Les données obtenues précédemment concernant ’inhibition des histidine kinases in vitro,
nous ont confirmé le fait que plusieurs protéines pouvaient étre ciblées de maniére simultanée.
De plus, le systéme a deux composants WalK/WalR est essentiel pour les bactéries car il est
impliqué dans le métabolisme de la paroi cellulaire. Ainsi, nous avons voulu corréler les
résultats d’inhibition obtenus sur les histidine kinases avec une potentielle activité
antibactérienne.

Cette évaluation a été réalisée par la méthode Kirby-Bauer, basée sur la diffusion de
substances antibactériennes imprégnées sur des disques en papier sur une surface de gélose.
Dans un premier temps, des disques contenant 100 pg de chacun des huit dérivés ont été mis

en contact sur une gélose contenant une souche de Staphylococcus aureus résistant a la
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méthicilline (TCH1516 USA300). Aprés incubation, une inhibition nette de la croissance
bactérienne a été observée pour deux des huit composés : le 66 et le 67. Cependant, le méme

phénomeéne n’est pas observé avec les six autres dérivés (Figure 39).

C: Contrdle (Vancomycine : 30 pg)
1: composé 70, 2: composé 65,
3: compose 73, 4: composc 81,
3: compose 66, 6. compos 67,
7. composc 86, 8 composc T1.

Figure 39. Résultats de la méthode de Kirby-Baeur pour la détermination d'une potentielle
activité antibactérienne des composés 70, 65, 73, 81, 66, 67, 86 et 71.

Par la suite, le méme test a été réalisé avec une diminution de la concentration des composés
66 et 67 pour déterminer si cette inhibition de croissance est significative ou non. Pour les
deux molécules, le diameétre du cercle est inchangé entre 100 pg et 20 pg. De plus, une tres

légere inhibition est apercue a 4 pg pour le dérivé 67 (Figure 40).

Composé 66 Composé 67

C: Controle (Vancomycine : 30 pg)

Numéro ‘1et7 2et8 3et9 4etl0 Setll 6etl2
Masse de

composé (Ug)
Figure 40. Résultats de la méthode de Kirby-Baeur pour la détermination d'une réponse

500 100 20 4 0,8 0,16

dose-dépendance des composés 66 et 67 contre une souche de
S. aureus résistant a la méthicilline.

A la vue de ces résultats plus que prometteurs, une quantification plus importante de ’activité
antibactérienne des composés 66 et 67 a été réalisée sur un panel de neuf bactéries pathogénes
chez I’humain. Les valeurs de CMI, définies comme la concentration a laquelle aucune

croissance bactérienne n’est observée et les valeurs de CMB (concentration minimale
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bactéricide), définies comme la concentration a laquelle au moins 99,99% des pathogeénes

sont tués, sont résumées dans le Tableau 4.

Souche bactérienne Composc 66 Compose 67

CMI CMB CMI CMB

B. subtilis (G+) 7 10 7 16
S. aureus (G+) 16 32 32 >32
B. anthracis (G+) 7 16 7 >32

S. pyogenes (G+) 10 32 16 32
S. agalactiae (G+) 16 >32 32 >32
L. monocytogenes (G+) 10 >64 32 >64
E. faecalis (G+) 32 >64 >64 >64

S. enterica (G-) 32 32 32 32

E. coli (G-) 32 32 32 32

Tableau 4. Valeurs de CMI et CMB pour les composés 66 et 67 sur des bactéries a
gram-positif et a gram-négatif indiquées en pug/mL.

Il apparait clairement que les deux composés 66 et 67 présentent une activité contre des
bactéries a gram-négatif et a gram-positif. En revanche, Escherichia faecalis semble étre la
souche bactérienne la moins sensible. De plus, méme si les deux molécules montrent une
activité assez similaire, le composé 66 fait preuve d’une inhibition légérement plus importante
que son homologue.

En quelques mots, sur les vingt-quatre molécules synthétisées, huit ont montré une activité
inhibitrice intéressante sur histidine kinase. Par ailleurs, les dérivés 66 et 67 se distinguent
nettement avec une activité antibactérienne importante contre de nombreux agents

pathogenes.

6.4. Détermination du caracte