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Fig. 6 : A. Structure de la pyochéline 1 et des quatre conjugués pyochéline-norfloxacine
25 (FRO51), 26 (FR064), 27 (LC067) et 28 (LC069) synthétisés. B. Croissance
bactérienne en présence de ferripyochéline et des différents complexes ferriques des

conjugués pyochéline-norfloxacine.
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Ces expériences sont évidemment trés prometteuses mais doivent étre élargies
notamment a des souches hospitaliéres de Pseudomonas aeruginosa en incluant cette
fois au protocole de test, des bactéries issues du complexe cepacia. De plus I’origine
de cette activité et le mode d’action de nos molécules doivent encore étre explorés.
Il convient désormais de modifier les composants ou la structure de nos conjugués
afin d’optimiser leur activité biologique. En ce sens, la résolution de la structure
tridimensionnelle de FptA, le récepteur spécifique de la ferripyocheline (COBESSI
et al., 2005) peut nous aider a concevoir de nouveaux analogues fonctionnalisés de
la pyochéline, notamment sur la position N3” de la thiazolidine. Outre la structure
de I’analogue de la pyochéline, peut-étre sera-t-il nécessaire de modifier la nature
de I’antibiotique ou les propriétés des bras espaceurs. Dans ce contexte, le choix du
motif labile est probablement crucial. La stratégie prodrogue est en pleine expansion
et la littérature est ainsi fertile en nouveaux motifs labiles qui pourront eux aussi
étre testés si nécessaire.En paralléle du développement de prodrogues permettant de
vectoriser de fagcon innovante des antibiotiques de structures et d’activités reconnues
(fluoroquinolone) nous avons souhaité mettre au point des inhibiteurs du transport du
fer chez les deux bactéries ciblées dans le cadre de notre projet.

En paralléle du développement de prodrogues permettant de vectoriser de fagon
innovante des antibiotiques de structures et d’activités reconnues (fluoroquinolone)
nous avons souhaité mettre au point des inhibiteurs du transport du fer chez les deux
bactéries ciblées dans le cadre de notre projet.

3.4. Vers des inhibiteurs du transport du fer chez les bactéries pathogeénes

Bien que le fer soit un élément essentiel au métabolisme bactérien, il n’existe a
I’heure actuelle aucune molécule antibiotique qui cible spécifiquement 1’une des
composantes des systémes d’approvisionnement en fer. Tout au plus des études trés
préliminaires ont-elle été menées sur la mise au point d’inhibiteurs de la biosynthése
des sidérophores (FERRERAS et al., 2005; SOMU et al., 2006; MIETHKE et al., 2006).
Une premicére stratégie consiste a mettre au point des molécules capables de bloquer les
récepteurs de ferrisidérophore de la membrane externe en entrant en compétition avec
le sidérophore endogene. Comme nous I’avons précisé précédemment, la pyochéline
est I’'un des sidérophores majeurs de P. aeruginosa mais en cas de déficience du
systéme dépendant de la pyochéline, d’autres sidérophores peuvent prendre le relais et
assurer le transport du fer. Notre étude n’a ainsi aucunement la prétention de découvrir
un véritable antibiotique sensu stricto, nous espérons cependant que ces inhibiteurs
soient capables de potentialiser I’action d’antibiotiques reconnus en affaiblissant
la population bactérienne. Ce type de synergie a d’ailleurs été envisagée pour le
traitement de formes résistantes de peste ou de tuberculose (FERRERAS et al., 2005).

Dans ce contexte, la structure cristallographique a haute résolution du récepteur
FptA chargé avec la ferripyochéline obtenue par les cristallographes de notre
département (COBESSI et al., 2005) constitue une base de choix pour la conception

136



CHIMIE DES SIDEROPHORES Arch. Sci. Nat. Phys. Math. NS 46

d’inhibiteurs du récepteur. Ces données structurales doivent cependant étre complétées
par une étude sur les relations structure-activité entre des analogues de la pyochéline
et le récepteur FptA. Nous avons voulu étudier les relations liant la pyochéline ou la
ferripyochéline et le récepteur FptA d’un point de vue fonctionnel. Nous avons ainsi
étudié la stéréospécificité de I’interaction entre le ligand et son récepteur spécifique.
Dans ce but, outre la pyochéline 1, nous avons synthétisé la néopyochéline 29 et
I’énantiopyochéline 30 d’une part, et d’autre part le HPTBT 31 qui ne possede plus de
centre de chiralité en C4’ ainsi que le HPTT-COOH 32 qui ne posséde plus que 1’'un
des trois carbones asymétriques (MISLIN ef al., 2004) (Fig. 7).

©/\r\)/‘\ COOH ©/\r\)Hr|‘_|\ ©/\r\)rk COOH

pyochéline 1 néopyochéline 29 enantiopyochéline 30
©/\r COOH ©/\r COOH
HPTBT 31 HPTT-COOH 32

Fig. 7 : Structure de la pyochéline 1, de la néopyochéline 29, de l’énantiopyochéline
30 et des analogues HPTBT 31 et HPTT-COOH 32.

Les synthéses des composés 29 et 30 s’inspirent de celle de la pyochéline 1
moyennant 1’utilisation séquentielle adéquate des deux énantiomeéres commerciaux
de la cystéine. Les synthéses des composés 31 et 32 débutent toutes deux a partir de
I’hydroxamate de Weinreb 10 (Sch. 1). La synthése du composé HPTBT 31 débute par
I’oxydation de la thiazoline 10 par le mélange CBrCL/DBU (WILLIAMS et al., 1997)
en thiazole 33 correspondant. La fonction amide est ensuite réduite par LiAIH4 puis
I’aldéhyde 34 obtenu est condensé avec la (R)-N-méthylcystéine. Lors de la synthése
du composé HPTT-COOH 32, I’hydroxamate clé 10 est tout d’abord transformé en
méthylamide 35 en présence de méthylate de sodium. La fonction phénol du composé
35 est ensuite protégée par un groupe p-méthoxybenzyle (PMB) pour former 1’éther
36. La fonction méthylamide de ce composé est ensuite condensée avec 1’ester
méthylique de la L-cystéine en présence d’anhydride triflique (CHARETTE & CHUA,
1998; DEROY & CHARRETTE, 2003). Les groupes protecteurs du composé tricyclique
37 ainsi obtenu sont éliminés, conduisant ainsi a la formation de HPTT-COOH 32.
Dans ce contexte le groupe PMB est éliminé par le TFA et I’ester méthylique est
saponifié par la lithine (Sch. 4).
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Sch. 4 : Synthése des analogues HPTBT 31 et HPTT-COOH 32. i. CBrCl,, DBU,
20°C. ii. LiAlH,, THF, -40°C a -20°C. iii. N-méthylcystéine, AcOK, EtOH/H 0, 20°C.
iv. NaH, MeOH, 20°C. v. PMBBr, K ,CO,, acétone reflux. vi. Tf,0, O-méthylcystéine,
pyridine, CH,CL,. vii. TFA, TIS, CH,CI,, 20°C. viii. LiOH, THF, 0°C a 20°C.

Les composés 29 a 32 ont été testés pour leur aptitude a transporter le fer(II).
Dans ce but, des bactéries de la souche PAO1 de P. aeruginosa sont mis en présence
de 55Fe(Ill) complexé aux analogues 29 a 32. Des aliquotes des suspensions
cellulaires ont été prélevées a différents temps d’incubation puis filtrées afin de
retenir les bactéries. La radioactivité ainsi retenue sur le filtre, correspondant au
S55Fe(I1l) intégré et donc contenu dans les bactéries, est comptée par scintillation.
Ces expériences de transport ont été reproduites sur des bactéries de la souche PAD07
(Pch-, Pvd-) de P. aeruginosa afin de vérifier que 1’accumulation intracellulaire de la
radioactivité n’est pas le résultat d’un transport lié a la pyochéline ou la pyoverdine
endogene. Cette ¢tude a été complétée par des expériences de transport sur les deux
souches en présence de CCCP, un protonophore, afin de vérifier que le transport de fer
observé s’effectue par I’intermédiaire d’un récepteur couplé a la force proton-motrice
et non pas par diffusion passive a travers la membrane. De plus afin de vérifier que la
protéine impliquée dans la reconnaissance et le transport des analogues est bel et bien
FptA, nous avons étudié la capacité de nos différents composés a se lier au récepteur
spécifique de la pyochéline au cours d’expériences de compétition (binding) sur des
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bactéries entieres de la souche PAD07 de P. aeruginosa, le récepteur FptA est d’abord
chargé avec de la **Fe-pyochéline puis les différentes molécules a tester sont ajoutées
en quantité croissante, entrainant le relargage progressif de la radioactivité dans le
milieu extracellulaire. La mesure par scintillation de la radioactivité résiduelle sur
le filtre et du culot bactérien donne acces au Ki de la molécule testée, paramétre que
nous utilisons au laboratoire pour caractériser 1’affinité d’un sidérophore pour son
récepteur.

La pyochéline 1, la néopyochéline 29 et le composé HPTBT 31 (sans carbone
asymétrique sur la position C4’) transportent le fer avec une efficacité presque identique,
ce qui n’est pas le cas ni de 1’énantiopyochéline 30 ni du composé HPTT-COOH 32
(sans carbones asymétriques sur les positions C4’ et C2”’) dont I’activité de transport
est nulle. En outre dans le cas des trois composés 1, 29 et 31, le transport observé est
indéniablement li¢ a 1’existence de la force proton-motrice et a celle d’un récepteur
membranaire (MISLIN et al., 2006). Dans le cadre de notre étude structure-affinité
nous avons ainsi confronté par compétition le complexe (Pch), *Fe aux ligands libres
Pch, néoPch 29, énantioPch 30 et aux complexes ferriques (Pch),-Fe, (néoPch 29),-Fe,
(énantioPch 30),-Fe, (HPTBT 31),-Fe et enfin (HPTT-COOH 32),-Fe (Tab. 1). De
fagon surprenante, toutes les molécules testées, a I’exception de 1’énantiopyochéline
et de son complexe ferrique (HOEGY ef al., 2009), sont capables de se lier au récepteur
avec des affinités en général proches, voir trés proches, de celle de la pyochéline
ferrique (HOEGY ef al., 2005; MISLIN et al., 2006).

Molécules testées Transport Ki (nM)
5SFe
Pch1 oui 26,9+ 0,7
néoPch 29 oui 40,6 + 4,0
énantioPch 30 non -
(Pch 1),-Fe oui 2,2+0,5
(néoPch 29),-Fe oui 3,1£0,2
(énantioPch 30),-Fe non -
(HPTBT 31),-Fe oui 9,8+3,5
(HPTT-COOH 32),-Fe non 27+5

Tableau 1 : Propriétés biologiques de la pyochéline 1, des composés 29 a 32 et de
leurs complexes ferriques valeurs de K de la pyochéline (Pch 1), de la néopyochéline
(néoPch 29), de [’énantiopyochéline (énantioPch 30) et des complexes ferriques (Pch
1) -Fe, (néoPch 29)-Fe, (énantioPch 30),-Fe, (HPTBT 31),-Fe et (HPTT-COOH
32) -Fe. Un tiret indique [’absence de liaison au cours des expériences de compétition.
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Le recoupement entre les expériences de transport et ces études de compétition est
riche d’enseignement :

- FptA semble en mesure de reconnaitre et de lier avec une affinité comparable
la pyochéline 1 et la néopyochéline 29 sous leur forme apo, c’est-a-dire sans fer.
Nous avons mis en évidence que la reconnaissance des apo-sidérophores est une
propriété commune a de nombreux récepteurs de sidérophore et notamment celui de
la pyoverdine (FpvA) et celui du ferrichrome (FhuA) (SCHALK et al., 2004; HOEGY
et al.,2005). Cette caractéristique implique donc qu’a I’état fondamental et en carence
de fer, le récepteur FptA est chargé en apo-pyochéline. Des résultats antérieurs tendent
a montrer que le mécanisme permettant au récepteur de se charger en fer implique
le déplacement de 1’apo-sidérophore par le ferrisidérophore (SCHALK et al., 2001 ;
SCHALK et al., 2002; CLEMENT et al., 2004).

- Linversion de I’ensemble des centres asymétriques de la pyochéline
(énantiopyochéline) ne permet plus la reconnaissance du sidérophore par son
récepteur spécifique FptA, raison pour laquelle I’énantiopyochéline est incapable de
promouvoir le transport du fer chez Pseudomonas aeruginosa. Etonnamment nous
avons mis en évidence que 1’énantiopyochéline est en fait utilisée comme sidérophore
par Pseudomonas fluorescens CHAO, une espece proche de P. aeruginosa (YOUARD
et al., 2007). Ce sidérophore est reconnu et transporté chez cette bactérie via un
transporteur spécifique appelé FetA sans qu’aucune reconnaissance croisée entre les
systémes pyochéline/FptA et énantiopyochéline/FetA ne puisse étre mise en évidence
(HOEGY et al., 2009).

- La configuration du carbone C4’ ne revét pas une grande importance ni pour la
reconnaissance du ferri-sidérophore par le récepteur, ni pour le transport du fer. Ce
centre asymétrique peut méme étre éliminé en transformant la thiazoline en thiazole
(HPTBT 31), sans modifier de fagon trés significative les propriétés biologiques du
complexe de Fe(III).

- La disparition conjointe des centres asymétriques C4’ et C2” ne conduit
pas non plus a une diminution dramatique de I’affinité et le complexe ferrique de
HPTT-COOH 32 peut se lier au récepteur FptA alors méme que ce composé est
incapable de promouvoir le transport du fer. Une étude de modélisation assistée par
ordinateur a ét¢é menée pour comprendre ce résultat. La modélisation du récepteur
met en évidence que le site liant le sidérophore est constitué d’une cavité hydrophobe
et deux domaines plus polaires définis par la paire d’acides aminés Leull6 et Leu
117 d’une part et Asn703 et Arg705 d’autre part. Ces caractéristiques se retrouvent
d’ailleurs tant sur la pyochéline que sur les autres ligands testés : 1’enchainement
hydrophobe des trois cycles se loge dans la cavité alors que le carboxylate en position
C4” pointe vers 1'un ou I’autre des deux domaines polaires. Le complexe Pch 1-Fe
est ainsi lié au récepteur par des interactions de type VAN DER WAALS et par une
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seule liaison hydrogeéne établie avec la Leull7 de la protéine réceptrice. De méme, le
complexe ferrique de I’analogue HPTBT 31 s’insére de la méme maniére dans le site
de liaison. Par contre, le complexe ferrique de HPTT-COOH 32 semble se lier a FptA
avec un mode d’insertion inversé par rapport a la pyochéline et aux analogues étudiés

(Fig. 8).

Fig. 8 : Modélisation des complexes ferriques de la pyochéline 1, de HPTBT 31 et
de HPTT-COOH 32 dans le site de liaison du récepteur FptA. Les atomes (autres
que le carbone) des ligands sont colorés de la facon suivante : oxygene en rouge,
azote en bleu et soufre en jaune. La surface du site de liaison de FptA (acides aminés
en blanc) a été crée en utilisant le logiciel SYBYL de MOLCAD et la couleur de la
surface est fonction de I’hydrophobicité (brun — bleu : hydrophobe — hydrophile).
Superposition de la structure cristallographique de pyochéline 1a ferrique (cyan) avec
les structures modélisées des complexes ferriques de HPTBT 31 (vert) et HPTT-COOH
32 (magenta). L'ion Fe&** est représenté sous forme d’une sphére orange, verte ou
bleue lorsqu’il est lié respectivement a la pyochéline, HPTBT et HPTT-COOH.

Cette inversion est probablement a 1’origine des caractéristiques biologiques
particuliéres de HPTT-COOH 32 qui peut étre considéré comme le premier antagoniste
de la protéine réceptrice FptA décrit a ce jour (MISLIN ef al., 2006). Ainsi, le chassis
moléculaire (scaffold) simple et peu fonctionnalis¢é de HPTT-COOH 32 peut-il étre
utilisé comme une base de travail extrémement intéressante pour la conception puis la
synthése d’inhibiteurs compétitifs du récepteur FptA.

4. Conclusion et perspectives

Les résistances accrues des bactéries pathogeénes a 1’arsenal antibiotique actuel est
I’un des défis majeurs que les chimistes médicinaux auront a relever dans la décennie
a venir. Ce probléme a des origines multiples liées notamment a la politique de santé
publique (prescriptions abusives et non ciblées), mais aussi aux politiques industrielles
visant a réutiliser les antibiotiques existants en ne faisant que faiblement évoluer
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leurs structures chimiques. De fait, le développement de nouveaux antibiotiques
passe, avant tout, par la définition de nouvelles cibles. Nos travaux dans le domaine
des mécanismes d’assimilation du fer chez les bactéries répond a cette nécessité
impérieuse. Le fer est en effet un €lément essentiel au bon fonctionnement de la
machinerie métabolique bactérienne. « Couper la route du fer » a une bactérie revient
a perturber sa croissance et ralentir fortement sa prolifération. Dans ce but I’utilisation
de la chimie des sidérophores améne une réponse a la fois élégante et efficace. Nous
avons défini deux approches fondées sur la chimie de la pyochéline, un sidérophore
commun aux deux espéces bactériennes ciblées, Pseudomonas aeruginosa et les
bactéries du complexe cepacia. Des conjugués pyochéline-norfloxacine ont ainsi
montré qu’ils étaient capables d’inhiber la prolifération bactérienne, validant ce type
d’approche pour favoriser la pénétration des antibiotiques au travers des membranes
bactériennes en utilisant les voies de transport du fer. Ces résultats sont cependant
préliminaires et nécessiteront d’affiner la structure de ces conjugués pour optimiser
leurs activités biologiques. La seconde stratégie développée consiste a cibler les
protéines impliquées dans le transport du fer par des inhibiteurs adéquats. Nous avons
ainsi décrit le premier antagoniste de synthése d’un récepteur de sidérophore. Cette
molécule, le HPTT-COOH est capable de se lier sous forme ferrique au récepteur
FptA de la pyochéline sans promouvoir le transport du métal. Ce composé peut donc
étre considéré comme le précurseur d’inhibiteur de FptA. Outre les récepteurs de
membrane externe, les autres protéines impliquées dans le mécanisme d’assimilation
du fer peuvent devenir des cibles intéressantes pour peu que soit mieux connus leurs
roles, leurs structures et leurs fonctionnements. Au nombre de ces protéines cibles, la
machinerie TonB est probablement la plus prometteuse. Cette machinerie, véritable
clé de voite de mécanismes de transport trés complexes et finement régulés, permet
d’approvisionner la bactérie en fer lors de la prolifération infectieuse. En outre la
machinerie TonB est aussi impliquée dans 1’acquisition d’autres nutriments cruciaux
(vitamine B, ,, glucose). Nous avons d’ailleurs observé que les bactéries de la famille
des Pseudomonas n’exprimant pas cette machinerie sont plus fragiles et poussent
mal. Notre connaissance des mécanismes de transport du fer TonB-dépendants chez
ces bactéries et nos compétences reconnues en chimie des sidérophores doivent
nous permettre de développer des molécules capables d’inhiber cette machinerie
moléculaire complexe. Des antibiothérapies fondées sur de tels inhibiteurs devraient
ainsi présenter un large spectre d’activité sans effets sur I’hote puisque 1’étre humain
n’exprime pas la machinerie cible, ni de protéines de fonction, ou de structure,
homologue. Ces inhibiteurs de TonB pourront ensuite étre vectorisés en utilisant
par exemple la stratégie prodrogue grace a la conjugaison avec des pyochélines
fonctionnalisées, assurant ainsi la convergence fructueuse entre nos deux stratégies
originellement distinctes. La grande diversité structurale des sidérophores, si elle
est une source d’inspiration pour le développement de molécules toxiques pour les
procaryotes pathogénes, pourrait aussi permettre de développer, dans 1’avenir, des
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chélateurs utilisables chez I’Homme pour traiter les surcharges métalliques. Un second
article intitulé « Chimie des sidérophores : vers de nouvelles molécules pour une
santé de fer, II. Synthése et propriétés de chélateurs bioinspirés » viendra compléter
cette vue d’ensemble sur le travail de notre équipe dans le domaine des applications
thérapeutiques des sidérophores et de leurs analogues de synthése.
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