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RESUME

L’augmentation et la propagation alarmante de la résistance aux antibiotiques
chez les bactéries pathogénes sont devenues un probléme important de santé
publique. Pour surmonter cette situation inquiétante, il y a un besoin croissant de
nouveaux agents antimicrobiens avec des modes d’action innovants. La grande
majorité des espéces bactériennes utilisent des peptides pour se défendre et se
protéger contre d’autres microorganismes dans leur environnement. Ces peptides
antimicrobiens possédent des spectres d’activité et modes d’action trés variés et
représentent une source trés intéressante pour découvrir et développer des agents
antibactériens efficaces. L’objectif du projet consistait a faire le design et la synthése
d’analogues du peptide antimicrobien microcine J25 pour effectuer des études

structure-activité et mieux comprendre les modes d’action.

Comme la microcine J25 posséde une structure particuliére en lasso et
extrémement difficile a reproduire de fagon synthétique, la stratégie était de faire le
design par approche computationnelle d’analogues capables de mimer la structure
de la microcine J25 sans passer par le lasso. Aprés leur synthése, ces analogues
ont été utilisés dans une étude structure-activité pour mieux comprendre lI'impact de
la structure sur le mode d’action et identifier les parties de la microcine J25 qui sont

impliquées dans le transport et les interactions avec les cibles bactériennes.






ABSTRACT

The increasing and alarming spread of antibiotic resistance by pathogenic
bacteria have become an important public health problem. To overcome this
worrying situation, there is a growing need for new antimicrobial agents with
innovative modes of action. The vast majority of bacterial species use peptides to
defend and protect themselves against other microorganisms in their environment.
These antimicrobial peptides possess a wide range of activity spectra and modes of
action and are a very good source to discover and develop effective antimicrobial
agents. The objective of this project was to design and synthesize analogues of the
antimicrobial peptide microcin J25 to perform structure-activity studies for a better

understanding of its modes of action.

As the microcin J25 has a particular lasso structure that is extremely difficult to
replicate synthetically, the strategy was to design by computational approach
analogues capable of mimicking the microcin J25’s structure without the lasso
topology. After synthesis, these analogs were used in a structure-activity study to
better understand the impact of the structure on the mode of action and identify parts
of the microcin J25 that are involved in the transport and interactions with bacterial

targets.
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CHAPITRE 1:

INTRODUCTION






1.1 Larésistance bactérienne aux antibiotiques

Les infections de cause bactérienne sont trés courantes et elles sont responsables d’'un
grand nombre de maladies affectant notre santé. Heureusement ces infections peuvent la
plupart du temps étre traitées a l'aide d’antibiotiques. Cependant, 'augmentation et la
propagation alarmante de la résistance aux antibiotiques chez plusieurs souches de

bactéries pathogénes représentent une menace sérieuse pour la santé publique.

En effet, cette résistance aux antibiotiques devient un phénoméne de plus en plus
problématique. Par exemple, aux Etats-Unis, on rapporte qu'il y a chaque année environ
2 049 000 personnes infectées par des bactéries résistantes aux antibiotiques et que 23 000
en décédent. Sur les 1 200 000 infections causées par Salmonella, environ 100 000 seraient
des cas de résistance aux antibiotiques et colteraient 365 000 000$ en frais médicaux par

année uniquement pour cette bactérie.?

L’utilisation d’antibiotiques a grande échelle a accéléré I'apparition de résistance chez
un grand nombre d’espéces bactériennes (Figure 1). La résistance aux antibiotiques peut
aussi évoluer vers une multirésistance, c’est-a-dire une méme bactérie résistante a
plusieurs antibiotiques, qui se résume par 'acronyme « ESKAPE » pour désigner les
organismes Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella spp., Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp.® Certaines souches

d'Actinobacter sont méme résistantes a tous les antibiotiques actuellement disponibles.*

How Antibiotic Resistance Happens

1 2

Lots of germs. Antibiotics kill
A few are drug resistant. bacteria causing the illness,
as well as good bacteria
protecting the body from
infection.

3

The drug-resistant ;
bacteria are now allowed to
grow and take over.

4

Some bacteria give
their drug-resistance to
other bacteria, causing
more problems.

Figure 1. Processus de sélection des bactéries résistantes aux antibiotiques.?



Cependant la résistance aux antibiotiques est trés ancienne. Répertoriée il y a plus de
30 000 ans, elle est méme un phénoméne naturel trés répandu dans I'environnement.® ||
existe plusieurs méthodes pour acquérir un géne de résistance a un antibiotique dans le
chromosome d’une bactérie (Figure 2). Ces derniéres peuvent donc incorporer du matériel
geéneétique libre contenant le géne de résistance, comme un brin d’ADN a l'extérieur de la
cellule, dans leur chromosome. Ce phénomeéne s’appelle la transformation. Certains génes
sont transmis suite a une infection par bactériophage (la transduction), ou encore par une
autre bactérie a I'aide d’'un plasmide (la conjugaison). Finalement, les mutations génétiques

jouent aussi un role dans I'apparition de la résistance.®

Conjugation

Figure 2. L’acquisition d’un géne de résistance a un antibiotique par les bactéries.”



Les stratégies exploitées par les bactéries et les mécanismes de résistance les plus
fréquents sont maintenant bien compris (Figure 3).2 Parmi les stratégies les plus utilisées
par les bactéries pour résister a un agent antibactérien on retrouve : 1) la destruction ou
modification chimique de l'antibiotique, comme I'hydrolyse de la pénicilline par la B-
lactamase; 2) la modification de la protéine cible, comme une mutation du géne RpsL,
codant pour la sous-unité 30S ribosomales, qui confére une résistance a la streptomycine;
3) la modification de la perméabilité membranaire ou augmentation de l'efflux comme les
pompes a efflux tel que la pompe AcrAB-TolC; 4) la surproduction de la cible et 5) la mise

en place de voies métaboliques alternatives.® °

Decreased penetration
.

Clonal spread

Target modification

o—-X
&
@ E Enzymatic inactivation or modification
® e or N

Bypass pathways U

'|- Owverproduction of target

el J
2 J
J J

@D Antibiotic

@ Resistance genes
@' Phosphate

Figure 3. Les différents mécanismes de résistances aux antibiotiques chez les bactéries.’



1.2 Développement d’un antibiotique

Les antibiotiques, comme tout autre médicament, doivent passer par le processus de
découverte de médicament. Ce processus peut s’étendre de 10 a 15 ans pour qu’une seule
molécule sur environ 10 000 composés potentiels ne puisse partir du laboratoire jusqu’a la
vente, en passant par de nombreuses phases cliniques, avec un co(it moyen de 1,2 milliard

de dollars pour réaliser ce processus (Figure 4).°

Evaluation/ Phase IV

Laband animal Phasel: 20-100 healthy volunteers (up to [rrlore than
experiments Phase II: 100-500 patients & 2 years) 2 years)
safety, dosing
Phase IlI: 1,000-10,000 patients <
efficacy, adverse events

AT

1 drug

<250 approved

Test compounds Test compounds

by health
authorities

0 2 4 (5] 8 10 12 Years

Figure 4. Processus de découverte d'un nouveau médicament.

Cependant, aprés des millions dannées dévolution a s’adapter a divers
environnements et a se battre contre d’autres microorganismes pour leur survie et
I'occupation d’un territoire, les bactéries sont passées maitres dans I'art de développer une
résistance face a un agent chimique. Il n’est donc pas surprenant qu'il soit beaucoup plus
rapide pour une bactérie de développer une résistance a un antibiotique que d’en
développer de nouveaux (Figure 5). Méme que certaines résistances sont apparues la
méme année que celle de lintroduction de I'antibiotique, comme ce fut le cas pour la

fluoroquinone Iévofloxoavine (Levaquin) et 'oxazolidinone linézolide (Zyvoxam).



ANTIBIOTIC RESISTANCE ANTIBIOTIC
INDENTIFIED INTRODUCED

penicillin-R Staphylococcus 1940
—— 1943  penicillin

—— 1950 tetracycline

—— 1953 erythromycin

tet line-R Shigell 1959 —
racyclin igela 1960  methicillin

methicillin-R Staphylococcus 1962 ——

penicillin-R pneumococcus 1965 ——

erythromycin-R Streptococcus 1968 —— 1967 gentamicin

1972  vancomycin

gentamicin-R Enterococcus 1979 ——

1985  imipenem and
ceftazidime-R Enterobacteriaceae 1987 —— ceftazidime

vancomycin-R Enterococcus 1988

levofloxacin-R pneumococcus 1996 —— 1 006  levofloxacin
imipenem-R Enterobacteriaceae 1 098

XDRtuberculosis 2000 ——— 2000 linezolid
linezolid-R Staphylococcus 2001 ——
vancomycin-R Staphylococcus 2002 ——

PDR-Acinetobacter and Pseudomonas 2004 /5 —— 2003 daptomycin

ceftriaxone-R Neisseria gonorrhoeae 2009 L 2010 cefiarcline
PDR-Entercbacteriaceae /

ceftaroline-R Staphylococcus 2011

Figure 5. Découverte de la résistance aux antibiotiques apreés leur introduction.?



1.3 Les peptides antimicrobiens

Cette situation a mis en évidence l'urgence de développer de nouveaux agents
antibactériens qui agissent via des modes d’action innovateurs. Pour contourner le
probléme de la résistance aux antibiotiques présentement disponibles, les efforts de
plusieurs chercheurs pour développer de nouveaux agents antibactériens se sont tournés
vers des cibles bactériennes encore “inexploitées”.'? La génomique bactérienne a permis
d’identifier un grand nombre de nouvelles cibles antibactériennes prometteuses, mais le
portfolio d’agents antibactériens avec un nouveau mode d’action en développement clinique
demeure trés mince." D’un autre c6té, les produits naturels ont toujours été une source
importante pour la découverte de nouveaux antibiotiques et l'étude des agents
antimicrobiens produits par les insectes, plantes, champignons, bactéries et autres

demeurent une stratégie trés intéressante.

La majorité des bactéries produisent des peptides antimicrobiens connus sous le nom
de bactériocines.™ Il a été démontré que prés de 90% des bactéries produisent au moins
une bactériocine.'® '® Ces molécules servent aux bactéries qui les produisent a prévenir et
limiter la croissance d’autres espéces de bactéries qui voudraient coloniser leur
environnement. Faisant partie d’'une guerre chimique impitoyable entre bactéries, les
bactériocines possédent une diversité importante de modes d’action. De plus, certaines
bactériocines possédent un spectre d’activité trés large par exemple sur plusieurs bactéries
Gram négatives tandis que d’autres possedent un spectre trés étroit et méme spécifique par
exemple contre une bactérie de la méme espéce, mais d’une souche différente."”” En se
basant sur leur importante diversité structurale, leurs différents modes d’action et leur
grande variété de spectres d’activité, les bactériocines représentent une classe de peptides
antimicrobiens extrémement intéressante pour le développement de nouveaux agents
antibactériens pour des applications en santé humaine, vétérinaire et conservation des

aliments.8

1.4 Classes et modes d’action des bactériocines

Les bactériocines, ou encore « antimicrobial peptides » (AMPs), sont actuellement
classées selon leur structure et le type de bactéries qui les produisent. La classification des

bactériocines évolue avec nos connaissances sur ces derniéres. La classification présentée



ici est une version adaptée de Cotter et al. (2005).' Les bactériocines produites par les

Gram positifs sont réparties dans 4 différentes classes :

1) la classe | qui réunit les lantibiotiques;'®

2) la classe Il qui regroupe les bactériocines thermostables sous quatre sous-classes :
lla (anti-Listéria ou «pediocin-like»),?%-%
llb (dimére),?®
llc (autres peptides thermostables),?”
Ild (linéaires, non modifiés et non « pediocine-like»);

3) la classe Ill qui contient les bactériocines thermosensibles;?®

4) la classe IV ou on retrouve les bactériocines complexes.?® %0

Les bactériocines produites par les Gram négatifs sont beaucoup moins connues. Il n’existe

seulement que deux classes pour le moment, dont les colicines et les microcines.

1.4.1 Classe | — Acides aminés non-naturels

Cette classe comprend les bactériocines avec des acides aminés lanthionines (Figure
6). Cette derniére étant composée de deux résidus alanine liés par un pont thioéther sur
leur atome de carbone B, ce qui a pour effet d’'induire un cycle dans la structure du peptide
et de leur apporter une résistance a la lyse enzymatique.®' Ces derniers sont formés post-
traductionnellement, c’est-a-dire que la bactériocine subit des modifications enzymatiques
aprés sa synthése par le ribosome. Cette classe est aussi appelée la classe des
lantibiotiques pour «antibiotique comportant une lanthionine»®2, car la majorité des peptides

de cette classe ont une activité antibactérienne.3?

(0] (0]
.
HO/ Ca S/ \CH)/ \OH

L,

Figure 6. La lanthionine.



De plus, cette classe regroupe dautres acides aminés rares tels que la

didéhydroalanine (Dha), didéhydrobutyrine (Dhb), oxopropionyl (OPr), oxobutyryl (OBu),

dihydroxyproline (HPro) et bien d’autres (Figure 7).34
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Figure 7. Modifications post-traductionnelles pour la famille des lantibiotiques.34

Les lantibiotiques sont classés en trois classes |, Il et Il selon le type d’enzymes utilisés
pour la maturation post-traductionnelle des peptides.®>* Un des plus beaux exemples de
bactériocines de la classe | est certainement la nisine. Ce peptide posséde des modes
d’action tres intéressants et efficaces (Figure 8). La nisine a été utilisée comme alternative
sécuritaire aux produits chimiques comme agent de conservation dans la nourriture dans

50 pays pendant 40 ans sans développement apparent de résistance naturelle.3®
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Figure 8. (A) La nisine dont le motif de liaison au Lipide Il encadré. (B) Le Lipide Il et son
site de liaison par les lantibiotiques. (C) Les modes d'action de la nisine. La nisine forme un
complexe sociométrique avec le Lipide Il qui génére deux phénomeénes : le précurseur de
la paroi cellulaire n'est plus apte a s'incorporer pour I'agrandissement du peptidoglycane
(gauche); le complexe N-terminal de carbohydrate-phosphate du Lipide Il permet au C-

terminal de la nisine de s’insérer dans la membrane et ainsi former des pores (droite).
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1.4.2 Classe Il - Acides aminés naturels (<10 kda)

Cette classe des bactériocines comprend les thermostables, car la seule modification
post-traductionnelle est la cyclisation soit par formation de ponts disulfures ou de lien amide,
ce qui a pour effet de stabiliser la structure. La classe Il comprend seulement de petits
peptides soit moins de 10 kDa (Tableau 1; voir annexe | pour les codes des acides aminés).

Cette classe est elle aussi subdivisée en sous-classes dont la classe lla, b, lic et 11d."*

Tableau 1. L'alignement des séquences matures des bactériocines de classe lla. Les

cystéines soulignées forment des ponts disulfures.®”

1 10 20 30 40
| | | | |
Mesentericin Y105 KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAASAGIHRLANGGNGEW
Leucocin A KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAF SAGVHRLANGGNGEW
Leucocin C ENYGNGVHC T KKGCSVDHGYAWTN IANNS VMNG L TGGNAGWHN
Mundticin KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGI IGNNSAANLATGGAAGWSK
Mundticin KS KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGI IGNNSAANLATGGAAGWKS
Sakacin P KYYGNGVHCGHHSCTVDWGTAIGNIGNNAAANWATGWNAGG
Curvacin A ARSYGNGVYCNNKKCWVNRGEAT(QS ITGGMI SGWASGLAGM
Piscicolin 126 KYYGNGVSCNKNGCTVDWSKAIGI IGNNAAANLT TGGAAGWNKG
Carncbacteriocin BM1 ATSYGNGVYCNKEKCWVNKAENKQAITGIVIGGWAS SLAGMGH
Carncbacteriocin B2 VNYGNGVSCSKTKCSVNWGQAFQERY TAGINSFVSGVASGAGS IGRRP
Bavaricin MN THYY¥GNGVYCNSKKCWVDWGOAAGGIGOTVVXGWLGGATPGK
Bacteriocin 31 ATYYGNGLYCNKOKCWVDWNKASREIGKI IVNGWVQHGPWAPR
Enterocin P ATRSYGNGVYCNNSKCWVNWGEAKENIAGIVISGWASGLAGMGH
Bifidocin B KYYGNGVICGLHDCRVDRGKATCGI INNGGMWGDIG
Sakacin G KYYGNGVSCNSHGCSVNWGQAWT CGVNHLANGGHGGVC
Pediccin PA-1 KYYGNGVICGKHSCSVDWGKAT TCIINNGAMAWATGGHOGNHKC
Coagulin KYYGNGVICGHKHSCSVDWGHKATTCIINNGAMAWATGGHOGTHKC
Enterccin A TTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCIAGMS IGGFLGGAIPGKC
Divercin V4l TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGOASGCIGQTVVGGWLGGATIPGKC
Plantaricin 423 KYYGNGVICGKHSCSVNWGOAF SCSVSHLANFGHGKC
Plantariecin C19 KYYGNGLSCSKKGCTVNWGOAF SCGVNRVATAGHGE X
Listeriocin 743A KSYGNGVHCNKKKCWVDWGSATSTIGNNSAANWATGGAAGWKS
Sakacin 5X KYYGNGLSCNKSGCSVDWSKATIS IGNNAVANLT TGGAAGWEKS
Lactococcin MMFII TSYGHGVHCNKSKCWIDVSELETYKAGTVSNPREDILW
Bifidocin B KYYHNGVTEG;HﬁﬁtﬂVﬁRuxATCG11NXGGMWGHIG
Consensus ¥YYCHNGV C CV WG A I

1.4.2.1 Classe lla

La sous-classe lla est plus connue sous le nom de la classe des pédiocines ou encore
la classe anti-listéria, car elle porte la séquence consensus YGNG(V/L) du cété N-terminal
du peptide, ou encore la « pediocin box », qui est responsable de l'activité contre les

souches de Listeria, et elle comprend au moins un pont disulfure.?”- %8 Les peptides de la



classe lla sont majoritairement des peptides des « lactic acid bacteria », LAB.?! Elles sont
produites par plusieurs bactéries Gram positif et ont démontré un potentiel dans le domaine

alimentaire comme agent de conservation et certaines applications biomédicales.®’

A ce jour, la structure tridimensionnelle de cette sous-classe a été déterminée par
résonance magnétique nucléaire (RMN) de la leucocine A;*° sakacine P,*
carnobacteriocine B2*' et la curvacine A (Figure 9).#> Cependant, la structure de la
bactériocine qui porte le nom de cette classe, la pédiocine PA-1, n'a pas encore été
déterminée. Une étude par simulation bio-informatique de la pédiocine PA-1 dans le
trifluoroéthanol (TFE), un solvant qui a pour propriété de simuler la membrane bactérienne,
a démontré une structure trés similaire a la classe lla.?" En effet, il a été démontré que cette
classe est désordonnée dans I'eau, mais structurée lorsqu’elle est en présence d’un milieu

hydrophobe comme les membranes des parois bactériennes. 39 40.42.43

Figure 9. Structure tridimensionnelle a l'intérieur de micelles déterminée par RMN de la
Sakacine P en bleu avec le pont disulfure en jaune. La partie N-terminale trés conservée
comportant la « pediocin box », un pont disulfure et un feuillet 8. L’hélice a en C-terminal

est responsable de I'activité par formation de pores dans les membranes. PDB:10G7

La classe lla utilise la protéine transmembranaire de perméase du mannose comme
récepteur pour la reconnaissance cellulaire** 4® pour ensuite pénétrer la membrane et
former un pore perméable aux ions de potassiques, acides aminés et d’autres petites

molécules de souches sensibles (Figure 10).46:47
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Class Ila bacteriocin

e

1. Interaction with the docking
C

AB D

; 2. Membrane permeabilization
)

Figure 10. Représentation schématique des deux étapes impliquées dans le mode

d'action proposé pour la classe lla des bactériocines.®”

1.4.2.2 Classe llb

Cette classe regroupe les bactériocines comprenant deux unités peptidiques
différentes. lls ont une structure et un mode d’action similaires a ceux de la classe lla, c’est-
a-dire qu’ils forment des hélices a transmembranaires qui s’assemblent pour former des
pores dans la membrane de la cellule (Figure 11). Pour une activité optimale, les sous unités

a et B doivent se retrouver en quantité équivalente dans la membrane.*8-5

Interaction between GxxxG motifs Hydrophilic outside
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12 —=

5 positively charged C-
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o / o B
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A a-peptide B-peptide interface

ry

29—

Inside cell

Figure 11. Schéma du modéle de la lactococcine G et son orientation dans la membrane

des cellules visées. Les deux peptides interagissent a I'aide du motif GxxxG de chaque



peptide, formant une hélice transmembranaire. La terminaison C-terminale flexible du
peptide a est positivement chargée, ce qui lui permet d’étre ancrée du cbté interne de la
cellule qui est chargé négativement. La section N-terminale du peptide [ reste prés de la

surface extérieure de la membrane.?®

1.4.2.3 Classe lic

La classe llc ou encore la classe des bactériocines circulaire comporte uniquement les
bactériocines cycliques du N-terminal au C-terminal, téte a queue, avec un lien covalent
(Figure 12). Cette modification post-traductionnelle diminue I'entropie conformationnelle du
peptide désordonné pour stabiliser la conformation bioactive, ainsi que la plage de
température viable et augmente la résistance a la lyse enzymatique en éliminant les sites

accessibles aux exopeptidases.5?

Cette classe de bactériocines fait référence a la classe llc,' cependant, puisque cette
classe ne subit pas de modification post-traductionnelle, certains groupes de recherche

suggeérent de la transférer dans une classe a part et non dans un sous-groupe.®?

Figure 12. Structure tridimensionnelle de la subtilosine A en bleu déterminée par RMN en
solution. Les ponts thioéther du souffre des cystéines et du carbone a des résidus de
phénylalanine ou de thréonine en jaune et la liaison covalente entre le N-term et le C-term
en rouge. Malgré la cyclisation téte a queue, certains groupes de recherche classent ce
peptide dans la classe | des bactériocines en raison de ses modifications post-
traductionnelles pour la formation des ponts thioéther et de sa petite taille comparer aux
autres de sa classe. Cependant, les ponts thioéthers de la classe | sont sur le carbone B,
alors, il est aussi suggéré de créer une nouvelle classe de bactériocine pour les peptides

comme la subtilosine.5® PDB : 1PXQ
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Comme la majorité des autres bactériocines, la grande majorité des peptides de cette
classe affecte également la perméabilité membranaire. Les modes d’action de la CclA,>*
entéroccine AS-48,%° gasséricine®® et la subtilosine A% ont été étudiés et les résultats
obtenus ont démontré cette perméabilité d’ions a travers la membrane des cellules cibles.
Par exemple, linsertion de la AS-48 dans la membrane bactérienne, produit une
accumulation de charges a la surface de la membrane, en déstabilisant le potentiel de cette

derniére, menant a la formation de pores rendant la membrane perméable (Figure 13).5°

Figure 13. Représentation schématique du mécanisme d'action de la bactériocine AS-48.
Le modéle inclut I'approche de la forme dimérique |, DF-I, a la membrane et la transition de
DF-I a la forme dimérique Il, DF-II, a la surface de la membrane. Les hélices hydrophobes
sont représentées en vert et les polaires en bleu. La fleche rouge représente la direction du

moment dipolaire intrinséque de DF-I.%°

1.4.2.4 Classe lld

La classe Ild comprend les bactériocines linéaires seules, non modifiées et non
« pediocin-like ». Cette sous-classe est elle aussi subdivisée. Elle comprend les
bactériocines sécrétion-dépendantes, sans peptide de téte et les bactériocines non

subdivisées.

Le type sécrétion-dépendant, sec-dépendant, utilise une signalisation différente de la

majorité des bactériocines de classe Il qui ont un peptide de téte qui se termine par le motif



glycine-glycine, servant a détacher le peptide de téte lors de la maturation et en méme
temps a l'exporter a travers de la membrane cytoplasmique par une protéine de type
transporteur-ABC.*® Le N-terminal comporte donc un peptide signal de type sec utilisant la
voie de signalisation sec pour traverser la membrane cytoplasmique sans transporteur

spécifique.®® %

Le type sans peptide de téte, comme son nom l'indique, est pour les bactériocines de
classe Il qui n’ont pas besoin d’enzyme de maturation. Les peptides de cette classe ont trés
souvent une activité seule ou en synergie avec un autre peptide. Par exemple,
I'entérococcine L50 comporte les deux sous-unités EntL50A et EntL50B qui sont actives en
paire, mais aussi individuellement, contrairement a la classe llb, en plus de ne pas avoir de

peptide de téte.°

Les bactériocines de classe Ild sont linéaires, « non-pediocin-like », avec un peptide de

téte sec-dépendant, mais transportées par un transporteur de type ABC spécifique.

Cette derniére sous-classe de la classe Il comporte donc une grande diversité de
structures et de modes d’action. Certaines vont former des pores allant jusqu’a 6,6 nm dans
la membrane comme la lacticine Q (Figure 14),5' et d’autres vont inhiber la division cellulaire

en interférant avec la formation de septum tel que la lactococcine 972.%2

4 —F
4.6-6.6 nm

Flip-flop

AN

Figure 14. Schéma représentant un pore dans la membrane bactérienne par la lacticine Q.
Le diameétre moyen du pore est entre 4,6 et 6,6 nm, résultant a la fuite de protéines.®"
1.4.3 Classe lll - Acides aminés naturels (>10 kDa)

Cette classe réunit les bactériocines non modifiées, de grandes tailles soit plus de 10

kDa et thermosensibles qui comportent souvent une activité enzymatique.
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1.4.3.1 Classe llla

Dans cette sous-classe on retrouve les bactériolysines, c’est-a-dire les protéines ayant
une activité lytique sur les bactéries. La lysostaphine est considérée comme la bactériocine
modéle de cette classe (Figure 15). Elle a été rapportée dans la littérature par Schindler et
Schuhardt en 1964.5% En raison de son activité sur la majorité des staphylocoques, comme
Staphylococcus aureus, il a été suggéré d’en faire une application médicale.?* Elle hydrolyse

le peptidoglycane pour ainsi lyser la cellule (Figure 16).%°

Figure 15. Structure obtenue par cristallographie de la lysostaphine (en bleu) complexée
par le zinc (en rouge) et les chaines latérales des acides aminés qui participent a la liaison
avec le zinc (en vert). PDB:1QWY
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Figure 16. Site d'hydrolyse de la lysostaphine sur le peptidoglycan des staphylocoques.
Une mutation des glycines (*) par des sérines apporte une résistance a la lysostaphine.
NacG = N-acétylglucosamine; NacM = N-acetylmuramic acide; A = L-alanine; D-iQ = D-

isoglutamine; K = L-lysine; D-A = D-alanine; G = glycine.®®

1.4.3.2 Classe lllb

Aucune structure n’a encore été déterminée clairement pour cette classe. Il existe
seulement des prédictions de structures secondaires impliquant un pont disulfure qui est
nécessaire a l'activité. Il a été démontré que la classe lllb utilise un mode d’action différent
de la lyse de la cellule comme dans le cas de la dysgalacticyne, 22 kDa. Le mode d’action

est toujours incertain.®®

1.4.4 Classe IV - Complexes

Les bactériocines de la classe IV sont des bactériocines complexes, c'est-a-dire
gu’elles ont subi une ou des modifications post-traductionnelles par addition de sucres ou
de lipides. Il a été démontré que leur activité nécessite ces modifications. Un bel exemple
est le lien éther entre le sucre et la partie peptidique de la glycocine F qui est essentiel pour

conserver la concentration inhibitrice (ICs0) de 2 nM (Figure 17).5”

Les modes d’action de cette classe sont trés variés. Par exemple, le mode d’action de
la sublancine (Figure 17) est de se lier au canal a ion mécanosensitif MscL pour forcer la

conformation ouverte, menant a la fuite des ions et ainsi a la mort cellulaire.®®
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Figure 17. Structure tridimensionnelle de deux peptides de la classe IV. (A) Structure de la
glycocine F (en bleu) déterminée par RMN en solution avec les sucres de N-
acétylglucosamine (NAG) (en blanc) dont un est lié a une sérine entre les hélices via un lien
éther (oxygéne en rouge) et I'autre a une cystéine en C-terminal via un lien thioéther (souffre
en jaune). PDB:2KUY. (B) Structure de la Sublancine (en bleu) déterminée par RMN en
solution avec un B-D-glucose (en blanc) lié a une cystéine via un lien thioéther (souffre en
jaune). PDB:2MIJ.

1.4.5 Les bactériocines de Gram négatif

Les bactériocines produites par les bactéries Gram négatif ont simplement été classées
selon leur poids moléculaire soit les bactériocines de poids supérieur pour les colicines et

celles de poids inférieur pour les microcines.®®

1.4.5.1 Les colicines

Les colicines sont des protéines de masse moléculaire variant de 30 a 80 kDa
synthétisée en période de stress (Figure 18). Elles sont divisées en deux classes selon leur
mode d’importation a l'intérieur des cellules cibles et certaines ne sont pas classées. Les
colicines du groupe A sont transportées dans la cellule par le systéeme de protéines Tol
constitué des protéines TolA, TolB, TolQ, TolR et Pal a travers la membrane externe. Les
colicines du groupe B sont transportées par le systéme de protéines Ton constitué de TonB,
ExbB et ExbD dans la membrane externe.”® Les colicines ont trois mécanismes d’actions
majoritaires, dont la formation de pores dans la membrane, la dégradation de I'’ADN et la
dégradation de 'ARN.”"



Figure 18. Structure obtenue par cristallographie de colicines. (A) Structure de la colicine N
(40 kDa) (en bleu), la plus petite colicine capable de former des pores.”? PDB:1A87 (B)
Structure de la colicine M (en rouge) qui clive le lien ester phosphate entre le transporteur

de lipides (bactoprénol) et le précurseur de muréine.”® PDB :2XMX

1.4.5.2 Les microcines

Contrairement aux autres peptides antimicrobiens, les microcines sont plus difficiles a
classées. En plus d’y avoir moins d’individus répertoriés, leurs structures et modes d’action
sont trés variés (Figure 19). Parmi les modes d’action utilisés par les microcines on
retrouve : l'arrét de la biosynthése de la méthionine par I'inhibition de I'homosérine-O-
transsuccinylase;” I'inhibition de la synthése de protéines;” I'inhibition de la réplication de
'ADN; linhibition du transport de la proline;’® la modulation du potentiel électrique
transmembranaire empéchant la production d’ATP;’” une activité sidérophore, c’est-a-dire
chélateur de fer;"3 et plusieurs autres.®! Néanmoins, elles ont été classées par le groupe
de la Dre Sylvie Rebuffat en classe | et 11.82 La classe | englobe les petites microcines de 1
a 3 kDa ayant plusieurs modifications post-traductionnelles tandis que la classe Il réunit les
plus grandes microcines de 4,9 a 8,9 kDa avec pour seules modifications des ponts

disulfures ou I'attachement & un domaine chélateur.??
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Figure 19. Exemple de mécanismes d'action retrouvés chez les microcines de la classe |I.

(A) La microcine J25 (MccJ25) est reconnue par le récepteur de haute affinité FhuA sur la
membrane extérieur (outer membrane, OM). Le motif structural de reconnaissance est la
région "B-hairpin" de la MccJ25. L'incorporation de la MccJ25 dans le cytoplasme a travers
la membrane interne (inner membrane, IN) a besoin du complexe protéique TonB/ExB/ExbD
et de la protéine SbmA dans la membrane interne. Une fois dans le cytoplasme, la MccJ25
inhibe la transcription en obstruant le canal secondaire de 'ARN polymérase. (B) La
microcine B17 (MccB17) passe au travers de la membrane externe via la porine OmpF. La
protéine SbmA est impliquée dans l'internalisation vers le cytoplasme, ou la MccB17 va
empécher le super enroulement de 'ADN par linhibition de 'ADN gyrase. (C) Les
mécanismes impliqués dans l'incorporation de la microcine C7/C51 (MccC7/C51) a travers
les membranes sont inconnus. Une enzyme protéolytique dans le cytosol permet I'activation

de la MccC7/C51 qui va inhiber la translation en ciblant '’ARNt-aspartyl synthétase.®



1.5 La microcine J25

Parmi toutes les bactériocines qui ont été étudiées, la Microcine J25 (MccJ25) a été
sélectionnée pour cette étude. La MccJ25 est une bactériocine unique, ayant une structure
particuliere tout comme son mode d’action. Composée de 21 acides aminés, elle fait partie
des peptides lasso ayant une grande résistance a la lyse enzymatique et est active contre
plusieurs organismes pathogénes, dont certaines souches d’Escherichia, Salmonella et
Shigella. Ces caractéristiques démontrent tout le potentiel de la MccJ25 comme agent de

préservation alimentaire.84
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Figure 20. lllustration schématique de la production de la MccJ25 par le plasmide pTUC100
comportant quatre génes : mcjA (bleu), mcjB (jaune), mcjC (rose), mcjD (vert). Les génes
codent pour le précurseur de la MccJ25 (McjA), les enzymes de maturation (McjB et McjC)
et la protéine de sécrétion (McjD).%°

1.5.1 La maturation de la MccJ25

La production de la MccJ25 se fait a I'aide du plasmide pTUC100 de 4,8 kb comportant

les quatre génes mcjA, mcjB, mcjC et mcjD® chez la cellule productrice de la famille des
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Enterobacteriaceae (Figure 20).2¢ La production de la MccJ25 est régulée par le début de

'approche de la phase stationnaire et aussi par la concentration en fer dans le milieu.

1.5.1.1 McjA

Le géne mcjA code pour le peptide McjA comportant 58 acides aminés, le précurseur
de la MccJ25. La microcine J25 représente les acides aminés de la glycine 37 a la glycine
58 de McjA. Le peptide de téte, ou encore peptide guide de 37 acides aminés, est trés
important pour la maturation et I'activité du peptide final, car son absence réduit grandement

la production de la MccJ25 mature (Tableau 2).

Tableau 2. Caractérisation par HPLC de la production de la MccJ25 cyclique en fonction

de la présence ou non du peptide guide par rapport a la MccJ25 linéaire (I-MccJ25).8”

Aire sous la courbe des produits

(aire sous la courbe HPLC)

Substrats Enzymes utilisés
I-MccJ25 MccJ25
McjA McjB+McjC 38243 365896
guide + MccJ25 McjB+McjC n.a. 2330
I-MccJ25 McjB+McjC n.a. 748

* Plus le chiffre est élevé, plus la production du produit est importante.

1.5.1.2 McjB et McjC
Ces deux enzymes sont absolument nécessaires a la maturation de la MccJ25 (Figure

21). McjA arrive premiérement a McjB, ou le peptide de téte se fera détacher de la MccJ25

T

linéaire, puis la McjC formera le lien amide pour la cyclisation.

P
N

ATP  ADP+Pi

i
AMP

Mocl25

Figure 21. Représentation schématique de la MccJ25 synthétase. Le peptide de téte est
représenté par le rectangle vide; I'enzyme fonctionnelle a chaque étape est indiquée en

gris.®¥



1.5.1.3 McjD

Cette derniére protéine est un transporteur membranaire de type ABC qui transporte la
MccJ25 vers I'extérieur de la cellule a I'aide d’ATP (Figure 22). McjD est donc utile a la fois
pour relarguer la MccJ25 vers les autres bactéries, mais aussi comme protéine de
résistance a la MccJ25 en exportant constamment cette derniére a I'extérieur de la cellule

pour que la concentration a I'intérieur de celle-ci ne soit pas critique.28 8°

Outside g5
90°
TMD
Ibow Helix
Inside
NBD

Figure 22. Structure tridimensionnelle de 'homodimer McjD déterminée par diffraction de
rayons X et montrée dans le plan de la membrane. La membrane est montrée en gris. Les
hélices d'une sous-unité sont numérotées. Les liens AMP-PNP sont indiqués en
batonnets.® PDB :4PLO

1.5.2 Structure de la MccJ25

La structure de la MccJ25 est caractéristique des peptides lassos (Figure 23). Elle est
constituée de la chaine d’acides aminés GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG. Les huit premiers
acides aminés forment un cycle via la formation d’'un lien amide entre 'amine libre de la
glycine en N-terminal, une fois que le peptide de téte est libéré, et 'acide carboxylique de la
chaine latérale de I'acide glutamique. La partie C-terminale passe au travers de cette boucle
et est bloqué par la phénylalanine 19 et la tyrosine 20 qui se trouve de part et d’autre de

cette derniére.% 9
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Figure 23. Structure en solution de la MccJ25 déterminée par RMN dont la F19, la
Y20 et le pont entre le G1 et E8 représentés en batonnéts. PDB:1Q71

Cette structure particuliére lui permet une grande rigidité conformationnelle pouvant
supporter des grandes températures comme le passage dans un autoclave sans perdre

d’activité,® ainsi qu’une grande résistance a la lyse enzymatique.®?

Y20

Figure 24. Structure de la microcine J25 aprés traitement a la thermolysine. (A) Structure
déterminée par RMN en solution. PDB:1S7P (B) Ensemble de 20 structures calculées a
partir de la RMN en solution montrant le squelette du peptide, ainsi que les chaines latérales
E8, F19 et Y20. % (C) L'anneau et la queue en représentation CPK (Corey, Pauling et
Koltun) dont les sphéres représentent le diamétre des atomes montrant 'encombrement

stérique du peptide lasso.®



La thermolysine, une endopeptidase, peut couper la MccJ25 (Figure 24). Cependant,
la structure qui n’est plus reliée en lasso devient un rotaxane, c’est-a-dire un macrocycle lié
meécaniquement a un fragment linéaire qui le traverse de part et d’autre, ne pouvant se
dissocier en raison de 'encombrement stérique exercé par le diamétre du macrocycle et les

cycles aromatiques de la Phe19 et la Tyr20 dans le cas de la MccJ25.

Comme la cible principale de la MccJ25, 'ARN polymérase, est intracellulaire, cette
étude a permis de mettre en évidence I'importance de la boucle formée par le lasso pour
l'incorporation du peptide a I'intérieur des cellules cibles. In vivo, ce traitement lui fait perdre
toute activité antibactérienne. Par contre, lorsqu’elle est testée in vitro avec I'ARN
polymérase, elle conserve son activité.* La structure de la MccJ25 lui permet de passer a
travers les deux membranes des bactéries a Gram négatifs. Pour entrer a I'intérieur de la
cellule cible, la MccJ25 utilise le sidérophore FhuA de la membrane externe (Figures 25 et

26)% et la protéine membranaire SbmA de la membrane interne.%

Figure 25. Structure de la liaison de la MccJ25 (bleu) et du récepteur de sidérophore FhuA

(gris) chez E. coli déterminée par diffraction de rayons X. PDB:4CU4
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Figure 26. Représentation de l'interaction de la MccJ25 (en jaune) avec FhuA chez E. coli.
(A) La MccJ25 mime la liaison au ferrochrome (batonnets rouges et le fer est représenté par

une sphére orange). (B) La MccJ25 fait 3 liaisons hydrogénes avec le domaine de liaison.®’

Il a été recemment démontré que la MccJ25 peut entrer a l'intérieur des cellules cibles
indépendamment de FhuA et SbmA en utilisant un peptide perméabilisateur de membrane
telle que (KFF)s3K, pouvant ainsi permettre de sensibiliser les souches résistantes a la
MccJ25.%8

1.5.3 Modes d’action de la MccJ25

La MccJ25 agit selon deux modes d’action pour avoir une concentration minimale
inhibitrice (CMI) allant jusqu’a 0,007 uM sur les souches les plus sensibles (Tableau 3).°’
Comme décrit précédemment, elle agit sur '’ARN polymérase,®® mais aussi sur la chaine

respiratoire de la cellule cible.®



Tableau 3. Sensibilité de plusieurs souches d'E. coli et de Salmonella a la MccJ25 par le
test de Lawn ou de leur résistance (R).*

Souches CMI (uM) Souches CMI (pM)
E. coliMC4100

E. coli DH5 0.24 0.012
(pPPAVO1 et pMM73.4)
E. coli EZE100

E. coli XL-blue 0.12 R
(MC4100 sbmA::Tn5)
E. coli EZE100
(MC4100 sbmA::Tn5) (pGCO01)
E. coli SBG303

E. coli MG1655 0.24 R
(MC4100 fhuA::Tn5)
E. coli SBG303
(MC4100 fhuA::Tn5) (pMM73.4)
E. coli SBG231

E. coli AB259 0.48 R
(AB259 rpoC T931l)

E. coli SBG231

E. coli AB1133 0.24

E. coliMC4100 0.12

E. coli MC4100 tolC::Tn10 0.06 R
(AB259 rpoC T931I) (pGCO01)

E. coli MC4100 (pGCO01) 0.007 S. newport 0.012

E. coli AB259 (pGCO01) 0.007 S. typhimurium R

E. coli MC4100 (pMM73.4) 0.06 S. typhimurium (pGCO01) 0.007

*Les bactéries sont identifiées par leurs genres et espéces puis la souche s’il y a lieu.

Les plasmides et les mutations sont entre parenthéses.

1.5.3.1 Inhibition de ’'ARN polymérase

Le mode d’action principal de la MccJ25 est l'inhibition de 'ARN polymérase. Il a été
démontré que la MccJ25 inhibe la synthése de I’ARN par obstruction du canal secondaire
de 'ARN polymérase. Cette interaction empéche donc le substrat d’atteindre son site

d’acces sur I'enzyme tel qu’un « bouchon de liége dans une bouteille » (Figure 27).%°



Figure 27. Modéle du complexe de la MccJ25 avec I'ARN polymérase. La MccJ25 (en vert),
I’ARN polymérase en tubes blancs et les sites de mutation qui conférent de la résistance a
la MccJ25 (en rouge et rose).*®

1.5.3.2 Inhibition de Ila chaine respiratoire

Le second mode d’action de la MccJ25 est l'inhibition de la consommation d’oxygéne
qui est nécessaire a la viabilité de la cellule cible induite par le groupement fonctionnel de
la Tyr9."% Ce processus qui perturbe le potentiel membranaire chez Salmonella newport ne
se produit pas chez E. coli (Figure 28).°
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Figure 28. Effet de la MccJ25 sur S. typhimurium (pGCO01) (points blancs) et de la MccJ25-
Th19, la MccJ25 traitée avec la thermolysine, sur S. typhimurium (pGCO01) (points noirs) et

S. newport (carrés) sur la consommation d'oxygéne.®’
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1.5.4 Peptides analogues actifs a la MccJ25

A cause de sa structure trés particuliére, la synthése totale de la microcine J25 est un
défi de taille. Certains groupes de recherche ont exploré la possibilité de synthétiser des
analogues de la MccJ25. Cepandant, ils n'ont obtenu qu’une faible activité (>25 uM)
comparativement a la MccJ25 native (0,5 uM) pour seulement deux analogues (Tableau 4).
Pour I'analogue 1, la queue peptidique est repliée sur 'anneau sans passer dans ce dernier,
et pour 'analogue 6, le lien amide est remplacé par un pont disulfure pour former 'anneau,
ainsi que I'ajouter d’hydrophobicité sur le cycle par une phénylalanine et une charge positive
(arginine).’®" Ces résultats sont trés intéressants et laisse sous-entendre qu'il serait possible
avec un design approprié de développer des analogues bioactifs de la McJ25 sans passer

par la structure en lasso.

Tableau 4. CMI de certains analogues actifs de la MccJ25 sur différentes souches. 8

| T
GGEGH\TPE.YWGIGTPIEF‘IG MccJ25
1

GGACHVPEYFVGIGTPISFC 1
F?‘GRGFHVP:; YFVGRGTPISFYG 6
Souches Ml M)
MccJ25 1 6
S. newport 0.5+0.05 25+ 3.0 30+4.0
S. enteritidis PT8 1.5+0.8 80+3.0 —
S. enteritidis ATCC13076 1.8+£0.7 — —
S. enteritidis AFLB 11 20+0.6 — —
S. enteritidis AFLB 41 1.6+1.0 — —
S. enteritidis AFLB 81 1.7+1.2 — —
S. typhimurium AFLB 25 28+0.8 85+5.2 —
S. typhimurium ATCC 13311 — 75+£6.5 —
S. heidelberg ATCC 8326 — 83+6.1 —
S. montevideo 20 — — —
S. paratyphi 1.5+£1.0 — —
S. choleresius ATCC 10708 1.5+0.6 90+ 5.7 —
E. coli DH5a 50+£1.0 — —
E. coliMC4100 50+£2.0 — —
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CHAPITRE 2 :

HYPOTHESE DE TRAVAIL ET OBJECTIFS
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2.1 Hypotheése de travail

Comme la MccJ25 agit via plusieurs modes d’action et posséde un large spectre
d’'activité, elle représente une molécule trés attrayante et un excellent point de départ pour
le développement de nouveaux agents antibactériens efficaces pouvant étre utilisés en
santé humaine et animale ou encore comme agent de conservation. Cependant, il est trés
difficile de la produire en trés grande quantité par fermentation et encore plus difficilement
par voie chimique. En effet, la structure en lasso est trés défavorisée par 'encombrement
stérique des « lock » aromatiques lors de la formation de la cyclisation entre la glycine 1 et

I'acide glutamique 8 lorsque la MccJ25 linéaire est cyclisée en solution (Figure 29).102
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Figure 29. Analyses HPLC de la MccJ25 sous différentes formes. (A) MccJ25 linéaire; (B)
cyclisation téte a queue en solution de la MccJ25 linéaire synthétique avec le HBTU; (C)

MccJ25 native et active; (D) cyclisation de I'anneau sur la chaine latérale en solution.'®2
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Un autre obstacle important est que la structure tridimensionnelle particuliere de la
Mccd25 doit étre respectée. De minces variations structurales causent une perte d’activité,
car sa structure en épingle a cheveux B I'aide a passer au travers de la membrane par un
transporteur spécifique, sans toutefois influencer son activité sur 'ARN polymérase a

l'intérieur de la bactérie par la boucle du lasso (Figure 30).'%?

(A)

(B)

Figure 30. Schéma du réseau des ponts hydrogénes de la MccJ25 en représentation

batonnets pour la région «B-hairpin» (A) et la boucle du lasso (B).%2

Notre hypothése était qu’il est possible de mimer la structure en lasso a l'aide de
peptides cycliques analogues, c’est-a-dire des peptides qui conservent une partie de la
séquence d’origine, tout en conservant I'activité en totalité ou en majeure partie. Différentes
stratégies de cyclisation peuvent étre utilisées comme l'utilisation de ponts disulfures ou de

liens amides comme dans la MccJ25 native.



2.2 Objectifs

En se basant sur notre hypothése de travail et les résultats obtenus par Soudy et al.,

I'objectif principal de ce travail était de développer des analogues synthétiques de la

microcine J25 capables de mimer la structure en lasso et ayant une activité antibactérienne.

Pour atteindre cet objectif, il était nécessaire de franchir les étapes suivantes :

1)
2)
3)
4)

5)

faire le design computationnel d’analogues cycliques de la MccJ25;
effectuer la synthése chimique des analogues sélectionnés;
évaluer leur activité antibactérienne et leur spectre d’activité;
étudier le mode d’action des analogues actifs;

réaliser une étude structure-activité avec les analogues actifs afin d’optimiser

I'activité antibactérienne.
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CHAPITRE 3 :

Design et synthese des analogues

peptidiques de la microcine J25
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3.1 Design des analogues de la microcine J25

Le design des analogues s’est fait in silico, en se basant sur la séquence primaire en
acides aminés de la MccJ25, mais aussi en plusieurs étapes. En collaboration avec I'équipe
du Pr Ismail Fliss, le logiciel MODELLER v9.9 a été utilisé avec le RMN de la MccJ25 native
(PDB 1Q71) pour obtenir une structure par homologie qui a ensuite été minimisée avec le
logiciel GROMOS96 (Figure 31).

7-21C WK_7-21 MccJ25

Figure 31. Représentation des structures tridimensionnelles des analogues déterminés in
silico (C1, C2, C3, 2-71C et WK_7-21) et celle de la MccJ25 déterminée par RMN (PDB
1Q71). Le squelette peptidique en rouge, les ponts disulfures en jaune, lien amide Gly'-Glu®
de la MccJ25 en bleu.
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En premier lieu, nous avons préparé des séquences analogues pour obtenir des
échantillons de références en utilisant des séquences du N-terminal et du C-terminal plus
courtes comme celles décrites dans la littérature et qui ont démontré une activité.®? Pour le
N-terminal : 'anneau formant la boucle linéarisée 1-8L et sa forme cyclique par le lien amide
original 1-10C ou les deux acides aminés aromatiques ont été ajoutés sur la boucle cyclisée
pour conserver le second mode d’action sur la respiration cellulaire, mais aussi pour
augmenter le signal lors de la purification, car certains peptides cycliques perdent l'intensité
du signal au HPLC. Pour le C-terminal : la portion 9-21L qui a aussi été synthétisée pour
former un cycle, mais par un pont disulfure pour les analogues 8-21C et 9-21C dont les
acides aminés 8 et 9, respectivement, et le 18° sont remplacés par des cystéines. Nous
avons aussi ajouté un acide aminé qui n’est pas présent dans la MccJ25 native, la lysine en
position 7 pour le 7-21C dont les cystéines en position 8 et 18 forment un pont disulfure
(Figure 31). Cette modification avait pour hypothése que la lysine pourrait remplacer la
charge positive apportée par I'histidine dans la boucle N-terminale. Cette premiére série de
peptides synthétiques a été testée in vitro dans un lecteur de microplaques. La densité
optique des puits permet d’établir la concentration minimale inhibitrice selon la quantité de

bactéries pouvant se répliquer a I'intérieur.

A la lumiére des résultats obtenus avec cette premiére série, nous avons remarqué que
la derniére modification par ajout d’une lysine permet de rendre plusieurs souches sensibles
aux analogues. Nous avons alors élaboré une seconde hypothése dans laquelle I'ajout de
charges et de groupements hydrophobes supplémentaires, tels les tryptophanes, pouvait a
la fois augmenter la solubilité et possiblement induire une structure en épingle a cheveux 3
comme observée sur la MccJ25 native. Le premier membre de cette deuxiéme série,
'analogue WK_7-21, posséde des lysines aux positions 3, 5 et 7, des tryptophanes aux

positions 2 et 6 et fait un pont disulfure entre les Cys8 et Cys18 (Figure 31).

De plus, deux autres séries de peptides ont été synthétisées par la suite. La troisieme
série avec les peptides C1, C2 et C3 a été congus pour conserver la séquence primaire de
la MccJ25 tout en formant une seule boucle, contrairement au peptide lasso (Figure 31).
Les peptides cycliques C1, C2 et C3 possédent des ponts entre les positions 1-8, 1-18 et 8-
18, respectivement. Finalement, la quatrieme série avec les peptides NC1, NC2 et NC3 a
été synthétisée pour conserver la partie N-terminale, la Tyr9 responsable de 'activité sur la
consommation d’oxygéne, pour conserver la boucle, mais aussi pour introduire des lysines

et tryptophanes comme dans le cas de 'analogue WK_7-21.



3.2 Synthése des peptides sur support solide

Pour obtenir les analogues de la MccJ25 en grande quantité, 'approche synthétique
sur support solide a été utilisée. La synthése par voie chimique permet notamment d’obtenir
de grandes quantités de produits, voire plusieurs dizaines de milligrammes, avec des
puretés avoisinant les 99% et des rendements de plus de 80% avant purification. En effet,
l'utilisation d’'un support solide permet de travailler en excés de monoméres pour que les
réactions soient complétes et de laver facilement le produit supporté entre chaque étape

pour éviter la contamination.

Parmi les supports solides disponibles comme les résines a base de polystyréne,
polyéthylene glycol, polyamines, hybrides, etc., nous avons choisi pour cette étude, la résine
polystyréne en raison de son faible colt, de son utilisation courante dans le laboratoire et
de sa versatilité permettant de travailler en stratégie Fmoc/tBu.'® Cette chimie permet
d’'allonger la chaine peptidique en déprotégeant 'amine de I'acide aminé en bout de chaine
a laide d’'un milieu basique, tandis que les chaines latérales des acides aminés sont
protégées par des groupements protecteurs labiles en milieu acide tel que les groupements

communs Pbf, Trt, tBu et Boc.

Pour accrocher une chaine peptidique et en faire son élongation sur une résine, il est
absolument nécessaire d’avoir un ancrage permettant de relarguer le peptide dans un milieu
orthogonal a celui de la synthése. Il existe des ancrages labiles en milieu basique, acide,
sensible a la lumiere et méme a certains gaz. Un des ancrages les plus communs pour la
stratégie Fmoc/tBu est I'ancrage Rink. Ce dernier est labile en milieu acide et permet de
relarguer le peptide et de déprotéger les chaines latérales des acides aminés simultanément
a laide d’'une solution de 95% d’acide trifluoroacétique (TFA), 2,5% d'eau et 2,5% de
triisopropylsilane (TIPS). Le type d’ancrage détermine non seulement le milieu pour
décrocher le peptide, mais aussi le type de C-terminal, car I'élongation de la chaine
peptidique se fait du C-terminal vers le N-terminal. L’ancrage Rink permet d’obtenir un C-
terminal sous forme amide, tandis qu’un ancrage trityl permet d’obtenir un C-terminal sous
forme d’acide carboxylique. Dans cette étude, nous avons utilisé ces deux ancrages selon
le type de C-terminal désiré. En plus d’obtenir un acide carboxylique en C-terminal,
'ancrage trityl est plus sensible que le Rink et permet de relarguer le peptide avec les
chaines latérales protégées a I'aide d’un acide plus faible comme I'hexafluoroisopropanol

(HFIP). L’élongation de la chaine a été réalisée en couplant les acides aminés a 'aide d’une
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solution contenant 3 équivalents d’acides aminés protégés Fmoc sur 'amine, 3 équivalents
de I'agent de couplage HCTU et 6 équivalents de la base N-méthylmorpholine dans le DMF
pendant 20 minutes (Figure 32). Le nombre d’équivalents est calculé par rapport aux sites
d’ancrage disponibles sur la résine (mmol/g). Suite au couplage, le groupement Fmoc a été
clivé a laide d’'une solution de pipéridine pour générer une I'amine libre préte pour le

couplage de I'acide aminé suivant.
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Figure 32. Schéma de synthése peptidique par stratégie Fmoc/tBu sur la résine 2-chloro-

trityl-polystyrene.

Suite a la déprotection du peptide et au relargage de ce dernier, une précipitation du
peptide dans I'éther permet de retirer les groupements protecteurs du mélange pour ainsi
obtenir un produit presque pur. Si aucune modification n’est nécessaire, I'étape suivante est

la purification par chromatographie liquide haute performance (HPLC).

Ces méthodes de synthése, ainsi que le design des analogues de la MccJ25, qui sera
abordé dans les prochains chapitres, nous ont permis de faire la synthése de plusieurs

peptides pour les tests d’activité antimicrobienne dans le but de cette étude.

3.2.1 Cyclisations des peptides

Dans cette étude, deux types de cyclisation ont été utilisés pour les peptides. La
cyclisation par lien amide qui est covalent et plus rigide, ainsi que la cyclisation par pont

disulfure par oxydation qui est plus souple.



3.2.1.1 Cyclisation par lien amide

Cette cyclisation se fait généralement sur support solide, car il est plus facile de
déprotéger sélectivement un acide carboxylique et une amine pour faire un lien peptidique
covalent par condensation en amide. Dans cette étude, le groupement protecteur orthogonal
est un ester allylique sur I'acide carboxylique de la chaine latérale de I'acide glutamique. La
déprotection de l'acide s’effectue avec du palladium en quantité catalytique en présence
d’'une source d’hydrure telle le phénylsilane a 20 équivalents (Figure 33). Par la suite, il suffit
de faire un couplage standard pour former le cycle (lien amide) ou encore d’utiliser un agent

de couplage plus puissant, le HATU.

Nu RO
W PA(O)Ls ‘v/\“*\\
18 15
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Pd* Pd*
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RO-H Nu™ + H*
Tl
Nu-H 19

Figure 33. Mécanisme général pour la réaction Tsuji-Trost servant au clivage des esters

allylique. (a) addition oxydative; (b) échange d'un contre anion; (c) élimination réductrice.'®

3.2.1.2 Cyclisation par pont disulfure

Une fois le peptide déprotégé et relargué du support solide, il existe plusieurs méthodes
pour lier les chaines latérales de deux cystéines via un pont disulfure. Pour cette étude,
nous avons opté pour la cyclisation sélective en solution a I'aide d’un agent oxydant faible,
le diméthylsulfoxyde (DMSO) (Figure 34). A l'aide du DMSO pour faire 'oxydation des
soufres sur les cystéines, un pH faiblement acide, ajusté avec de l'acide acétique, est
nécessaire a la formation du pont. Nous avons choisi I'acide acétique, car il est volatile et
peut donc étre lyophilisé tout comme I'eau et le DMSO. Cependant, la concentration de
DMSO par rapport a l'eau va changer les propriétés du mélange et empécher la
lyophilisation. Un mélange a 20% DMSO/eau peut étre difficilement lyophilisé, mais un
mélange 80% DMSO/eau se lyophilise beaucoup plus facilement méme si la réaction est un

peu plus lente.
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Figure 34. Schéma réactionnel de la cyclisation des ponts disulfures a I'aide du DMSO.

3.2.2 Purifications et caractérisations des peptides

Les peptides ont été purifiés par HPLC sur une colonne C18 avec un gradient
d’acétonitrile dans I'eau. Les fractions contenant les peptides ont été récoltées a l'aide d'un
collecteur de fraction et lyophilisées. Les peptides purifiés ont été analysés par LC-MS
ElectroSpray lonisation (ESI) pour les caractériser et s’assurer de la pureté de chacun
(Tableau 5).

Le systtme HPLC Shimadzu a été complétement optimisé pour la purification
automatique a l'aide de [I'échantillonneur automatique et du collecteur de fractions
automatique. Les échantillons bruts se faisaient injecter, purifier et collecter de fagon
totalement automatique. La méthode HPLC utilise un gradient linéaire de 10%
acétonitrile/eau (0,1% TFA) a 90% en 20 minutes avec un débit de 14 mL/min sur une
colonne C18 préparative avec le détecteur UV aux longueurs d’ondes 220 et 254 nm. Les
détails de la colonne Vydac sont présentés dans le chapitre de synthése et purification dans
le chapitre suivant. Les échantillons ont été préparés avec une concentration d’environ 30-
60 mg par mL dans 1 a 2 mL de solvant qui pouvaient étre de I'eau, acétonitrile, du DMSO
ou un mélange selon leur solubilité. Le collecteur automatique a été réglé pour collecter tout
ce dont lintensité relative au détecteur UV dépassait les 25 pyV, mais aussi par la légére
variation de la courbure de la pente pour séparer les pics de plus de 25 pV. Finalement, les
fractions ont été congelées a l'aide d’azote liquide, puis lyophilisées par centrifugation par
une centrifugeuse de type « Speedvac » reliée a un condensateur de vapeurs a -110 °C
jusqu’a ce que la pression de vapeur atteigne 0 mTor a l'aide d’une pompe a huile

puissante.



Chaque fraction a ensuite été analysée par LC-MS en mode ESI pour permettre de
déterminer la pureté HPLC en pourcentage a l'aide des aires sous les courbes, ainsi que
par lidentification de la masse ionique (MH+), c’est-a-dire que les produits deviennent
ioniser par un proton sous l'effet de la sonde ESI en passant par le spectrométre de masse.
Les masses théoriques, c’est-a-dire monoisotopiques (mono) et moyennes (av), ont été
utilisées pour comparer les masses observées (obs) et ainsi confirmer la présence des
produits dans les fractions du collecteur de fractions automatique. Cependant, la synthése
peptidique sur support solide de court fragment peptidique génére souvent des produits trés
purs soit plus de 80% de pureté brute. Il est tout de méme nécessaire de les purifiés pour

retirer les sels et autres impuretés liés au relargage de la résine.

Tableau 5. Caractérisations des analogues de la MccJ25.

GGAGHVPc(CYF-GKG---C)FYG 1717,74 1718,85 1718.80

NC2 GGAGHVPc(CYF-KKK---C)FYG 1859,89 1861,09 1861.00 >99
NC3  GGAGHVPc(CYF-WKW---C)FYG 1975,85 197717 1976.85 85.0
1-8L GGAGHVPE 723.34 723.77 723.45 90.8
1-10C c(GGAGHVPE)YF 1031.47 1032.12 1032.10 87.1
8-21C - c(CYFVGIGTPIC)FYG 1537,70 1538,82 1538.70 90.1
9-21L  YFVGIGTPISFYG-NH2 1420.71 1421.65 1420.75 88.1
9-21C c(CFVGIGTPIC)FYG-NH2 1373.65 1374.69 1373.85 96.7
7-21C - Kc(CYFVGIGTPIC)FYG 1665,79 1666,99 1666.85 88.8

WK_7-21 GWKGKWKc(CYFVGIGTPIC)FYG  2408,19  2409,88 1205.70 (z=2) >99
C1 ¢(CGAGHVPC)YFVGIGTPISFYG 2142,99  2144,48 1073.60 (z=2) 79.4
C2 c(CGAGHVPEYFVGIGTPIC)FYG 2185.00 2186,52 1093.55 (z=2) 83.3
C3 GGAGHVPc(CYFVGIGTPIC)FYG 2112,98  2114,45 1058.10 (z=2) 81.8

MccJ25" c(GGAGHVPE)YFVGIGTPISFYG 2107.04  2108.39 2107.29

*La MccJ25 native a été produite naturellement par E. coli et la masse déterminée par MALDI-TOF

Les fragments cycliques sont indiqués par : ¢(...)






CHAPITRE 4 :

LASSO-INSPIRED PEPTIDES WITH DISTINCT
ANTIBACTERIAL MECHANISMS
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Résumeé

La Microcine J25 (MccJ25) est un peptide antibactérien avec une structure moléculaire
particuliere qui consiste en 21 acides aminés et une topologie unique en lasso qui rend cette
derniére trés stable. Nous avons synthétisé différents peptides dérivés de la MccJ25 qui ont
montré une activité inhibitrice telle que la molécule native contre Salmonella enterica et
Escherichia coli. Dans les peptides synthétiques qui ont été testés, les C1, 7-21C et WK-21
sont les meilleurs peptides inhibiteurs (CMI = 1-250 uM), mais tous moins efficaces que la
MccJ25. Alors que la Mccd25 n’a pas montré d’activité contre les bactéries a Gram positif,
les trois peptides ont été légérement actifs contre ces derniéres (CMI > 250 uM) A 5 pM,
C1, 7-21C et WK_7-21 ont réduit l'activité de 'ARN polymérase par 23,4 %, 37,4 % et 65%
respectivement. La MccJ25 et ses dérivés ont tous affecté la consommation d’oxygéne de
S. enterica. Basés sur le dichroisme circulaire et la spectroscopie FTIR, les peptides
interagissent aussi avec les phospholipides. Les résultats suggéerent la possibilité de

produire des dérivés peptidiques bioactifs de la MccJ25 démunis de la structure en lasso.
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ABSTRACT

Microcin J25 (MccJ25) is an antibacterial peptide with a peculiar molecular structure
consisting of 21 amino acids and a unique lasso topology that makes it highly stable. We
synthesized various MccJ25-derived peptides that retained some of the inhibitory activity of
the native molecule against Salmonella enteric and Escherichia coli. Of the tested peptides,
C1, 7-21C and WK_7-21 were the most inhibitory peptides (MIC = 1-250 uM), but all three
were less potent than MccJd25. While MccJ25 was not active against Gram-positive bacteria,
the three derived peptides were slightly inhibitory to Gram-positive bacteria (MIC > 250 uM).
At 5 uM, C1, 7-21C and WK_7-21 reduced E. Coli RNA polymerase activity by respectively
23.4 %, 37.4 % and 65.0 %. The MccJ25 and its derived peptides all appeared to affect the
respiratory apparatus of S. enterica. Based on circular dichroism (CD) and FTIR
spectroscopy, the peptides also interact with bacterial membrane phospholipids. These
results suggest the possibility of producing potent MccJ25-derived peptides lacking the lasso

structure.

Keywords: antimicrobial peptides; microcin J25; solid phase peptide synthesis; antibacterial

activity; mode of action
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INTRODUCTION

Microcin J25 (MccJ25) is a 21-residue ribosomally synthesized bactericidal peptide with
an unusual lariat protoknot structure (Bayro et al. 2003; Wilson et al. 2003; Rosengren et al.
2003). It is produced by Escherichia coli strains that harbor the plasmid-borne mcjABCD
biosynthetic gene cluster (Solbiati et al. 1996). Mature MccJ25 is produced from a 58-amino-
acid precursor called McjA following cleavage by ATP-dependent cysteine protease McjB
and intramolecular cyclization catalyzed by amidotransferase McjC (Yan et al. 2012; Clarke
and Campopiano 2007). It is then transported and exported into the extracellular milieu by
ATP-binding cassette (ABC) transporter McjD encoded by the mcjD gene (Choudhury et al.
2014).

Mccd25 exhibits bactericidal activity toward several Gram-negative food-borne
pathogens, including Salmonella, Shigella and E. coli (Sable et al. 2000; Vincent et al. 2004).
The particular lasso topology of MccJ25 makes the peptide highly resistant to denaturation
by high temperatures or proteolysis. These are attractive properties to both the food and
pharmaceutical industries. MccJ25 structure consists of an 8-residue cycle (lariat ring)
formed by a lactam (isopeptide) bond between the N-terminal amide and the carboxyl group
of a glutamic acid side chain, which is followed by a 13-residue tail that loops back to thread
through the ring (Figure 1). The C-terminal tail (residues 9-21) of the peptide is tightly
(irreversibly for all practical purposes) trapped in the lariat ring due to the presence of two
aromatic side chains at positions 19 and 20. The overall folding includes a 3-hairpin involving
two B-strands (10-11 and 15-16) connected by a B-turn pattern (11-14). MccJ25 bears only
two charged groups: histidine at position 5 (positive charge) and the C-terminal carboxyl
group of Gly21 (negative charge). These are reportedly important for the activity of the
peptide (Bellomio et al. 2003).

Uptake of MccJ25 by target bacterial cells involves the iron transporter FhuA located in
the outer membrane (Salomén and Farias 1993), the energy transduction complex TonB-
ExbB-ExbD (Braun 1995), and the inner membrane protein SbmA (Salomén and Farias
1995). RNA polymerase appears to be the principal intracellular target of MccJ25 (Delgado
et al. 2001; Yuzenkova et al. 2002), which binds within and obstructs the secondary channel,
thus interfering with diffusion of nucleoside triphosphate substrate to the enzyme catalytic

site (Mukhopadhyay et al. 2004). MccJ25 also possesses multiple independent mechanisms



of action that appear to affect different intracellular targets including the respiratory chain
(Bellomio et al. 2007; Niklison Chirou et al. 2008).

A cleaved MccJ25 obtained by thermolysin cleavage in the B-hairpin loop retained
bioactivity against Salmonella enteric serovar Newport but not against E. coli MC4100,
suggesting that the mechanism of action might be different depending on the target strain
(Blond et al. 2002). The B-hairpin loop region appears important for peptide uptake by FhuA,
but not for binding to RNAP (Bellomio et al. 2004; Semenova et al. 2005; Destoumieux-
Garzén et al. 2005). In contrast, the C-terminal region appears to be essential for RNAP
inhibition. Amidation of the C-terminal glycine inhibits MccJ25 binding to RNAP but not its
uptake by cells or its effect on respiration (Vincent et al. 2005). The histidine residue of the
lariat ring (His5) has been shown important for recognition of the peptide by the inner
membrane receptor SbmA (de Cristdbal et al. 2006). In addition, mutations in largest subunit
of RNAP leading resistance to MccJ25 have provided a more detailed information on
MccJ25 binding to RNAP secondary channel (Yuzenkova et al. 2002). More recently,
structure-activity relationships were examined using multiple MccJ25 variants constructed
by site-directed mutagenesis and screened for antibacterial activity and ability to inhibit
RNAP (Pan and Link 2011; Pavlova et al. 2008; Pan et al. 2011; Ducasse et al. 2012). These
studies revealed that the inhibitory activity of MccJ25 tolerates a number of residue

substitutions.

Recent attempts to produce the lasso structure of Mccd25 through chemical synthesis
(yielding a loop-tail rather than a lasso topology) have not yielded successful microbial
inhibitors (Ferguson et al. 2010). Nevertheless, two of six synthetic peptides derived from
MccJ25 without lasso folding were found to be bactericidal (Soudy et al. 2012). We
hypothesized that lasso formation is important but not a prerequisite for the activity of
MccJd25 and that it may be possible to obtain derivatives that are active without the lasso
structure. In this study, we report synthetic peptides based on the MccJ25 sequence but
devoid of lasso folding yet retaining activity against bacteria (S. Enteric and E. coli) and
specific intracellular targets (RNA polymerase and the respiration chain). The antimicrobial
activity, mode of action, toxicity and conformation of the synthesized peptides were

evaluated.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

All reagents and solvents were purchased from commercial suppliers and used without
additional purification. Amino acid derivatives and coupling reagents 2-(6-chloro-1H-
benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium  hexafluorophosphate ~ (HCTU)  and
benzotriazol-1-yl-oxy-tris(pyrrilidino)phosphonium hexafluorophosphate (PyBOP) were
purchased from Matrix Innovation Inc. (Quebec, QC, Canada). Rink Amide AM resin (0.65
mmol/g) and 2'-chlorotrityl chloride resin (2-CI-Trt) (1.6 mmol/g) were purchased from
Chemlmpex (Wood Dale, IL, USA). Reactions on solid support were performed in
polypropylene-fritted syringes from Roland Vetter Labordedarf OHG (Ammerbuch,

Germany).

Bacteria, media and growth conditions

The reference strains used in this study (Table 1) were maintained in 20 % glycerol at -
80 °C. All were grown in tryptic soy broth (TSB; Difco Laboratories, Sparks, MD)
supplemented with 0.6 % (w/v) yeast extract and were incubated aerobically at 30 °C. Before
the experiments, strains were sub-cultured at least three times in their respective media at
24 h intervals. Minimal medium M63 supplemented with glucose (0.2 %, w/v) and thiamine

(0.01 %, w/v) was used for MccJ25 production.

Microcin J25 production and purification

A clone of Escherichia coli MC4100 harboring the plasmid pTUC202 (courtesy of Dr.
Sophie Sablé, Université La Rochelle, France) was used for production and purification of
Mccd25 as described previously (Sable et al. 2000).

Peptide synthesis and purification

General procedure

Peptides were synthesized by standard Fmoc solid-phase synthesis using 2-CI-Trt resin
(Fields and Noble 1990). Briefly, the Fmoc protecting group was removed from the resin by
two 10 min treatments with 20 % piperidine in DMF (v/v) and amino acid coupling was

performed with Fmoc-Xaa-OH (3 eq.), HCTU (3 eq.) and N-methylmorpholine (12 eq.) in



DMF (2 x 30 min). The synthesized peptide was released by treating the resin with 20 %
HFIP in DCM for 30 min (Bollhagen et al. 1994). The solvent was removed under reduced
pressure and side chain de-protection was achieved by treating with TFA/TIPS/H,O
(95:2.5:2.5) for 3 h. The resulting peptides were precipitated with cold ether and purified by
RP-HPLC with a Shimadzu Prominence instrument (Columbia, MD, USA) on a Vydac
218MS column (22.0 x 250 mm, 300 A, 10 ym, C18) using 0.1 % TFA/H.O (solvent A) and
0.1 % TFA/CH3CN (solvent B) with a linear gradient of 10—100 % solvent B for 20 min at 10
ml min"' and UV detection at 220 nm and 254 nm. After freeze-drying, the purified peptides
were characterized by matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF) on an AB SCIEX 4800 Plus MALDI-TOF/TOF instrument using

alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid as matrix.

Cyclization on resin

Tail-to-side-chain cyclization was performed on peptides containing a Glu(OAll) residue.
The resin-bound fully protected peptide was treated with Pd(PPhs)4 (0.4 eq.) and PhSiHs3 (12
eq.) in DCM (2 x 40 min) to remove the allyl group, followed by washing with DCM (5x), 0.5
% (v/iv) DIPEA/DMF (2x), 5 % (v/v) diethyl dithiocarbamate/DMF (2x) and DMF (5x) (Patel
et al. 1999). After Fmoc group removal as described above, peptide cyclization was
performed on solid support in the presence of PyBOP (3 eq.) and DIPEA (6 eq.) in DMF for
3 h. Cyclization was monitored using the chloranil test and after reaction completion, the
resin was washed with DMF (5x) and DCM (5x%). The cyclic peptides were cleaved, purified

and characterized as described above.

Oxidative folding and disulfide bond formation

Fully de-protected crude peptide was dissolved in a mixture of 80 % DMSO/H,0O and
the solution was adjusted to pH 6 with AcOH (Tam et al. 1991). The mixture was stirred for
3-5 days and disulfide bond formation was monitored by LC-MS. After complete disulfide
bridge formation, the solvent was removed by freeze-drying. The oxidized peptide was

purified and characterized as described above.

Minimal inhibitory concentration (MIC) evaluation

The minimal inhibitory concentrations (MIC) were determined using polystyrene micro-
assay plates (96-well Microtest, Becton Dickinson Labware, Sparks, MD, USA) as described

by Hammami et al. (2009). Briefly, micro-plates loaded with two-fold serial dilutions of each
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peptide (starting at 250 uyM) in TSB were seeded with log-phase culture of target strain
diluted in TSB to 0.5-1.0 x 10° cfu mL™" (approximately 1 x 10* cfu per well). Micro-plates
were then incubated at 37 C for 24 h and absorbance at 595 nm was measured hourly using
an Infinite® F200 PRO photometer (Tecan US inc., Durham, NC, USA). MIC values were
expressed in M and correspond to the lowest concentration that inhibited the growth of
target organism after 16 to 20 h. The MIC values are reported as means of two independent

experiments in duplicate.

RNAP inhibition assay

Inhibition of Escherichia coli RNAP in vitro by MccJ25 and its derivatives was assayed
by amplifying transcripts of the Kool NC-45 universal RNA polymerase template (Epicentre,
Madison, WI, USA). The assay was performed according to the manufacturer’s protocol and
amplification was quantified using gRT-PCR. Rifampicin (200 nM) was used to obtain total

inhibition.

Oxygen consumption

An overnight culture of S. Enteric (ODsgs = 0.4-0.5) in TSYB was diluted in medium to
an ODsgs of 0.2 and incubated for 30 min at 37 °C with MccJ25 or derivative. The average
rate of respiration over the subsequent 5 min was measured using a Gilson Clark-type
polarographic electrode oxygraph. A control sample in the absence of peptide was also

measured.

Hemolysis assays

Peptide hemolytic activity was measured as hemoglobin release by lysis of horse red
blood cells. Fresh erythrocytes were washed three times with sodium phosphate buffer
saline (PBS) (100 mM, pH 7.4) and diluted to 5 % (v/v) in the buffer. Erythrocyte suspension
(100 pl) was mixed with peptide at different concentrations (100 L) in PBS, held at 37 °C
for 1 h and then centrifuged for 5 min. Positive and negative controls were run using 100 pl
of 1 % Triton X-100 solution or PBS. Intact erythrocytes were pelleted by centrifugation at

1000 x g for 5 min at 4 °C and hemoglobin release was monitored by measuring absorbance
at 450 nm. All samples were prepared in triplicate and run three separate times to ensure

reproducibility. Percent hemolysis was defined as follows: [(sample absorbance x

phosphate buffer absorbance)/Triton X-100 absorbance] x 100.



Preparation of liposomes

Lipids dissolved in methanol were dried under nitrogen stream and re-suspended in 100
mM phosphate buffer, either in water at pH 7.4 or in deuterium oxide at pD 6.0. In order to
obtain small unilamellar vesicles, the formed multi-lamellar liposomes were subjected to
sonication using a probe sonicator (6 watt, 60 Sonic Dismembrator, Fisher Scientific, USA)

at intervals of 30 s for 20 min at 5°C followed by centrifugation at 12,000 x g.

Circular dichroism (CD) measurements

CD measurement of each peptide (2 mg mL™") in 100 mM phosphate buffer at pH 7.2
was performed with a Jasco J-815 spectrometer (Aviv Instruments, Lakewood, NJ, USA).
The spectra were recorded at 25 °C in the 195-250 nm wavelength range at 0.1 nm intervals
in a cuvette with a 0.5 mm path length. For each spectrum, five scans were averaged and
smoothed by the J720/98 system program (Version 120C). CD data were expressed as
mean residue ellipticity [©] given in deg cm? dmol”, plotted against wavelength (nm) and

analyzed using the CONTIN algorithm included in the CDPro analysis software.

FTIR analysis

Infrared spectra at a resolution of 2 cm™ were recorded with a Magna Nicolet 560
spectrometer (Madison, WI, USA) equipped with an MCT (mercury-cadmium-telluride)
detector and continuously purged with dried air. Pure phospholipids in addition to the
mixtures (10:1 w/w) of each phospholipid with individual tested peptides were prepared in
D.O and mixed for 1 hour prior to the analyses. The samples were placed between
CaF, windows separated by spacer 23 um thick. The samples were first cooled to 5 °C and
spectra were collected over the range of 5-80 °C in 5 °C increments except for the 15-45
°C range in which data were collected at each 2 °C increment in order to monitor the chain-
melting phase transition in greater detail. Each spectrum represented an average of 128
scans apodized with a Happ-Ganzel function. The wavenumber of the symmetric C-H
stretching mode [vs(CHz)] for the acyl chain methylene groups of the lipids was determined

after subtracting a linear baseline from the 3050-2750 cm™" region.

Statistical analysis

Data are presented as mean + standard deviation of three independent experiments.
Data were subjected to ANOVA using the GLM procedure of SAS (SAS Institute, Inc., Cary,
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NC). A multiple comparison test (LSD) was used to reveal significant differences between

the treatment means (P < 0.05).



RESULTS

Peptide design

In this study, we designed in silico and then synthesized various peptides based on the

primary structure of MccJ25 (Fig. 1).

Mass Net
Peptide Sequence Bonds charge
MH*
I R B R
Mccl25 1-8 2107.04 0
[GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG
1-8L GGAGHVPE-—--—--——--—- - 72334 -1
1-10C [GGAGHVPEYF ——————————— 1-8 1031.47 -1
NC1 GGAGHVPCYF-GKG---CFYG 8-18 1717.74 +1
NC2 GGAGHVPCYF-KKK---CFYG 8-18 1859.890 +3
NC3 GGAGHVPCYF-WKW---CFYG 8-18 197585 +1
9-21IL  -------- YFVGIGTPISFYGnH2 - 1420.71  +1
921C  —----- HN-CFVGIGTPICFYGNHz  9-18  1373.65 +1
8o21C @ —------ CYFVGIGTPICFYG 8-18 1537.70 0
7.21C @ —----- KCYFVGIGTPICFYG 8-18 166579 +1
McceJ25
WK_7-21 GWKGKWKCYFVGIGTPICFYG 8-18  2408.19 +3
C1 CGAGHVPCYFVGIGTPISFYG 1-8 2 142.99 0
2 CGAGHVPEYFVGIGTPICFYG 1-18  2185.00 -1
C3 GGAGHVPCYFVGIGTPICFYG 8-18 2112.98 0

Figure 1. Amino acid sequence, molecular weight and net charge of MccJ25 and derived-

peptides thereof. Amide and disulfide bonds are colored in blue and yellow respectively.
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The peptide code is based on Mccd25 numbering. We evaluated the antibacterial
activity of shortened N-terminal and C-terminal sequences since cleaved MccJ25 has been
shown previously to be antibacterial (Blond et al. 2002). The lariat ring was synthesized in
linear 1-8L and cyclised 1-10C forms. The tail (C-terminal) portion was synthesized as linear
peptide 9-21L. A disulfide bond was introduced between C9 and C18 to form the head-to-
tail circular peptide 9-21C. Peptides 8-21C, 7-21C and WK_7-21 are designed from a tail
that was scaffold-stabilized using a disulfide bond between cysteine residues substituted at
positions 8 and 18. While a single lysine residue was inserted at the N-terminus of 7-21C,
peptide WK_7-21 was obtained by substituting the N-terminal portion of MccJd25 with
multiple hydrophobic (tryptophan) and basic (lysine) and residues (NH-GWKGKWK) to
increase solubility and possibly induce B-hairpin structure. In addition, peptides C1, C2
andC3 containing a single disulfide bond (1-8, 1-18 or 8-18) were designed to retain the
core structure of the native MccJ25 peptide regardless of the lariat protoknot structure. NC1,

NC2 and NC3 were synthesized with deletions in the loop and tail regions of the lasso.

Evaluation of antimicrobial activity and toxicity

Table 1 summarizes the minimum inhibitory activities (MICs) of the synthesized
peptides in comparison to bacteria produced microcin. Synthetic peptides that had no
activity on the strains tested at and below 250 uM are not listed in Table 1. The MccJ25
peptide was active at micromolar and nanomolar concentrations (0.1 — 6.5) against Gram-
negative bacteria, with S. enterica ATCC 8387 being the most sensitive strain (MIC = 0.1
HMM). While peptide C2 was not inhibitory, C1 inhibited several strains of S. enterica and E.
coli. Against S. enterica ATCC 8387, the MICs of peptides C1, C3, 8-21C, 7-21C and
WK_7-21 were respectively 1.0 pM, 15.6-31.3 yM, 1.0 uyM, 7.8-15.6 yM and 7.8 puM.
Inhibition of S. enterica ATCC 8387 by MccJ25 and its derived peptides at 0.5 and 7.8 uM
is summarized in Figure 2. At 0.5 uM, the derived peptides were moderately inhibitory (25—
50 %). Similarly to MccJ25, inhibition by C1, 8-21C and WK_7-21 was total at 7.8 uM (above
the MIC). Although MccJ25 was not active against Gram-positive bacteria, peptides C1, 7-
21C and WK_7-21 were weakly inhibitory to Listeria ivanovii HPB28, Staphylococcus
aureus ATCC 6538 and Enterococcus faecalis ATCC 27275 (MIC > 250 yM).



Table 1. Minimal inhibitory concentrations of MccJ25 and its derivatives for bacteria

Minimal inhibitory concentration (uM)
Bacterial strain

Mccl25"  NC2 NC3 Cl C3 8-21C 7-21C WK 7 21

Salmonella enterica subsp. enterica

6.5 - - 125-250 - - - -
ATCC 14028
Salmonella enterica subsp. enterica

0.1 - 313 1.0 15.6-31.3 1.0 7.8-15.6 7.8
ATCC 8387
Salmonella enterica subsp. enterica

6.5 250 - - - - - -
ATCC 29628
Salmonella enterica subsp. enterica

0.8 - - 62.5-125 - - 125-250 62.5
ATCC 8400
Salmonella enterica subsp. enterica

1.6 - - 250 - - - -
ATCC 9607
Salmonella enterica subsp. enterica

0.4 - - 250 - - - -
ATCC 9700
Escherichia coli ATCC 11229 0.2 - - 62.5 - 125-250 - 250
Escherichia coli ATCC 25922 33 - - 250.0 - - 250 -
Escherichia coli ATCC 15144 - - - - - - - -
Escherichia coli O157:H7 ATCC
35150
Escherichia coli MC4100 ATCC

6.5 - - 31.3-62.5 - - 125 -
35695
Escherichia coli DH5a 6.5 - - - - - - -
Escherichia coli LR 05 - - - >250 - - >250 >250
Listeria ivanovii HPB28 - - - >250 - - >250 250
Staphylococcus aureus ATCC 6538 - - - >250 - - ND >250
Enterococcus faecalis ATCC 27275 - - - >250 - - ND >250

"Produced by bacteria; “-” = no activity detected at concentrations up to 250 uM; ND = not determined;
>250 = partial inhibition at 250 yM and MIC value is higher than 250 uM; Peptides 1-8L, 1-10C, NC1,
9-21L, 9-21C and C2 were not inhibitory at concentrations up to 250 uM
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Figure 2. Inhibition of growth of Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 8387 by MccJ25
and its derived peptides (C1, C3, NC3, 8-21C, 7-21C and WK_7-21) at 0.5 uM (gray) and

7.8 uM (black). Data are means of triplicate measurements.

Of the synthetic MccJ25-derived peptides described previously, two in particular,
namely GGACHVPEYFVGIGTPISFC (“peptide 1° bonded 1-8, 4-20) and
CGAGFHVPCYFVGRGTPISFYG (“peptide 6” bonded 1-9), were inhibitory to Salmonella
newport at MICs of 25 and 30 uM respectively (Soudy et al. 2012). While peptide C1 of this
study was designed with the replacement of the amide bond between G1 and E8 by a
disulfide bond, peptide 6 contained besides a phenylalanine insertion at position 5 and an
arginine substitution for isoleucine at position 13. Although these mutations increased the
solubility of peptide 6, they decreased its inhibitory action. While peptide C1 was inhibitory
to Gram-negative pathogens, peptide 6 was 60 times less potent than MccJ25 against S.
enterica Newport and C1 against S. enterica ATCC 8387 was 10 times less potent than
MccJ25. Further, C1 showed a weak activity against Gram-positive bacteria (MIC > 250
MM). Soudy et al. (2012) also reported absence of activity for a peptide 6 variant with a 8-
residue lariat ring. Based on our results, the glycine substitution by phenylalanine at position
4 could explain the decrease of activity observed for peptide 6 and its variant compared to
C1. The arginine substitution at position 13 has been reported previously to increase the

antimicrobial activity of MccJd25 (Paviova et al. 2008). In this study, different synthetic



derivatives of MccJ25 containing substitutions and/or truncations exhibited antibacterial
activity against Gram-negative bacteria. Although the reduced activity of these designed
synthetic derivatives compared to the native MccJ25, the lasso fold does not seem to be a

prerequisite for the antimicrobial activity.

The hemolytic activity of MccJ25, C1, 7-21C and WK _7-21 towards horse erythrocytes
is shown in Figure 3. All four peptides were weakly hemolytic (< 6%) up to the highest tested
concentration (50 uM), which is consistent with the low toxicity reported in the literature
(Lopez et al. 2007; Soudy et al. 2012). Overall, hemolysis did not differ significantly at 50
MM (P > 0.05). MccJ25 and its derivatives are thus good candidates for therapeutic
application, although it is to point that concentration range for hemolysis and antibacterial
activity is about the same for the synthetic peptides (maximum 5 times higher), while the
concentration inducing hemolysis (depending on the target bacteria) is 10 to 100 times

higher than that for antibacterial activity in the case of MccJ25.

6 -

Hemolysis (%)

OI""I""I""I""I""I
0 10 20 30 40 50

Peptide concentration (uM)

Figure 3. Hemolysis of horse red blood cells by MccJ25 (triangle), C1 (circle), 7-21C
(diamond) and WK-7-21 (square). A 1 % (w/v) solution of Triton X-100 was the positive

control. The values are means + SD of triplicate analyses.
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Structural characterization of peptides using circular dichroism (CD)

CD spectroscopy in the far-UV region (195-250 nm) is frequently used to characterize
molecular secondary structure. The peaks of the CD spectrum of MccJ25 (Figure 4) are due
to the lasso structure and the transition modes of phenylalanine and tyrosine residues near
the loop. The minimal ellipticity at 195 nm is assigned to B-strands forming the B-hairpin
structure (Liu et al. 2008; Soudy et al. 2012). In addition, a positive peak at 218 nm and two
shoulders at 206 nm and 202 nm are attributable to side chain transitions of Tyr and Phe,
respectively (Sreerama and Woody 2004). The broad spectrum with a minimum ellipticity at
200 nm (e.g. peptide 7-21C) typifies the random coil structure (Kelly and Price 2000).
Furthermore, peptidesC1 and WK_7-21 showed broadened spectra suggesting the
existence of a folded secondary structure differing from that of MccJ25 (Figure 4). The
MccJ25 spectrum is largely in agreement with a previous report of a trough at 200 nm and
a peak at 215 nm with a shoulder at 210 nm (Soudy et al. 2012), although the CD
measurements were made under conditions (e.g., protein concentration, polarity of the

buffer) differing from those used in the present study.
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Figure 4. Circular dichroism spectra for MccJ25 (black), C1 (Blue), 7-21C (green) and
WK_7-21 (red).



Mode of action

RNAP inhibition

The inhibition of RNAP by MccJ25, 9-21L, C1, C3, 7-21C andWK_7-21 was examined
in vitro (Figure 5). Rifampicin, an antibiotic that targets bacterial RNAP was used as a
control. MccJ25 was the best inhibitor, reducing E. coli RNAP activity by 86.3 % and 97.9%
respectively at 5 and 50 uM. Peptides C1, 7-21C or WK_7-21 at a concentration of 5 yM
reduced activity by 23.4 %, 37.4 % and 65.0 % respectively. Linear peptide 9-21L, which is
inactive, was not inhibitory. At 50 uM, reductions by MccJ25, C1 and WK_7-21 were 97.9
%, 95.7 % and 94.7 %, respectively, while C3 (not inhibitory at 5 pM) reduced RNAP activity
by 70.6 %. These results suggest that the MccJ25-derived peptides could inhibit E. coli by

interacting with RNAP and thereby interfering with transcription.

I
i
c1 TC3

7-21C  WK_7-21C

100
80
60

0 | =

40
20
MccJ25 9-21L

Inhibition of RNA polymerase (%)

Figure 5. Inhibition of E. coli RNA polymerase in vitro by MccJ25 and peptides C1, C3, 7-
21C and WK-7-21 at 5 uM (gray) and 50 uM (black). Rifampicin (200 nM) was the positive

control. The values are means = SD of triplicate analyses.
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Inhibition of cell respiration

The ability of MccJ25, C1, C3, 7-21C and WK_7-21 to inhibit respiration of S. enterica
ATTC 8387 is shown in terms of MIC in Figure 6. The decrease in oxygen consumption by
S. enterica after incubation with MccJ25 was 57.2 %. WK_7-21 was the strongest inhibitor
among the synthetic peptides, decreasing oxygen consumption by 36.9 %, followed by C1
and 7-21C at 32.1 % and 24.2 % and finally C3 at only 6.1 %. The antibacterial action of
this peptide is therefore likely due to some other mechanism. Inhibition of respiration by
peptides WK_7-21, C1 and 7-21C suggests that they share at least one mechanism of
action with MccJ25.
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Figure 6. Inhibition of oxygen consumption by MccJ25 and peptides C1, C3, 7-21C and

WK-7-21 at their respective MICs. The values are means + SD of triplicate analyses.

Interaction of peptides with membrane lipids using circular dichroism (CD)

In order to investigate the conformational behavior of Mccd25 and its synthetic
derivatives C1, 7-21C and WK_7-21 both outside and within membranes, studies of the
average secondary structure adopted by these peptides in the absence or presence of

phospholipid vesicles were conducted using CD spectroscopy. Eukaryotic cell membranes



are composed primarily of zwitterionic lipids, in particular phosphatidylcholine (PC), while
the outer envelope of bacterial cells contains a variable mixture of anionic
(phosphatidylglycerol, PG) and zwitterionic (phosphatidylethanolamine, PE) lipids. We used
palmitoyl-oleoyl (PO) PG anionic vesicles and either POPC or POPE zwitterionic vesicles.
Predicted secondary structures based on data deconvolution are presented in
supplementary Table S1. MccJ25 alone adopted a secondary structure composed mainly of
B-sheets and unordered segments, similar to that described previously (Blond et al. 2002;
Soudy et al. 2012). In the presence of POPC, its structure remained relatively unchanged,
although some regions appeared to shift from unordered to B-turn in the presence of POPG
or POPE. Spectra de-convoluted in order to fit conventional protein structure archetypes did
not vary significantly among peptides C1, 7-21C, WK_7-21 and MccJ25. The unordered
structure of peptide C1 decreased from 44 % to 33 %, 34 % and 32 %, in the presence of
POPC, POPG or POPE respectively. We observed that the peptide sheet conformation
increased by 6 % and 8 % respectively in the presence of POPG and POPE vesicles. The
B-sheet content of peptide 7-21C increased from 36 % to 43 % after contact with POPC. In
contrast, B-sheet conformation decreased to 25 % and 20 % in the presence of POPG or
POPE vesicles, while turn structure increased by 7 %. The overall secondary structure of
WK _7-21 remained stable in the presence of each phospholipid except for a 5-7 %

decrease in unordered segments in the presence of POPG or POPE vesicles.

Interaction of peptides with membrane lipids using FTIR

Phase transitions (methylene group stretching vibration) and membrane interfacial
conformation (ester group stretching vibration) of DPPG and DMPC vesicles were monitored

in the absence or presence of MccJ25, C1, 7-21C and WK_7-21 using FTIR spectroscopy.

Lipid phase transition. Two main lipid-chain C-H stretching vibration bands appear
around 2918 and 2850 cm™, assigned respectively to the anti-symmetric Vas(CH2) and
symmetric Vs(CH2) methylene stretching modes. Thermotropism is a lipid-state transition
obtained in response to changes in temperature. FTIR spectra are characterized by a shift
in C-H stretching vibration bands due to lipid thermotropism. These bands have been used
extensively as a probe for monitoring lipid-phase transition (Gaussier et al. 2003). Figure 7
presents the FTIR spectra of CH; stretching vibration of DPPG as a function of temperature

in the absence and presence of the different peptides.
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Figure 7. FTIR spectra showing the band corresponding to symmetric methylene stretching
vibration Vs(CH2) of pure DPPG at pD 6 (A) and mixtures of DPPG and peptides C1 (B), 7-
21C (C) or WK_7-21 (D).

Figure 8 shows the Vs(CHz) thermal transition curves. The midpoint of the curves represents
the transition temperatures (Tm), which were 40 °C and 23 °C respectively for pure DPPG
and DMPC. These values are in agreement with those in the literature (Gaussier et al. 2003;
Severcan and Dorohoi 2008). The mixtures of DMPC with each individual peptide all had
the same T, profile, indicating that none of the tested peptides interacted with or altered the
conformation of the acyl chains. In contrast, the T profile obtained in the case of DPPG
was different for each peptide. C1 did not alter acyl chain conformation, since neither the
Tm nor the wavelength of the V5(CH2) mode in the gel and liquid-crystalline phases were
changed, while 7-21C caused Tn shifts over the 33-50 °C range, indicating that it interacts
with the DPPG and promotes gel phase stabilization. In the case of WK_7-21, two transition
stages were clearly distinguished. The first was in the 10-19 °C range, well below the
transition temperature of pure DPPG, followed by a gradual transition in the 39-80 °C range.
These results indicate that peptide WK_7-21 is able to interact with and penetrate the
hydrophobic core of DPPG bilayers regardless of temperature, while peptide 7-21C interacts

with DPPG only around the transition temperature.
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Figure 8. Acyl chain transition temperature for DPPG (A) and DMPC (B) in the absence or

presence of the different peptides, as revealed by the shift in the Vs(CH2) band of the FTIR
spectra. DPPG (black diamond); DMPC (white diamond); C1 (square); 7-21 (triangle).

Effect on membrane interfacial regions. Phospholipid-ester-group (C=0) stretching
vibration appears as a band at 1740 cm™', which can provide information on the degree of
hydration and conformation of the membrane interfacial region. Figure 9A shows the FTIR
spectra of pure DPPG and mixtures of DPPG with each individual peptide. Like pure DPPG,
the mixture of DPPG and peptide C1 spectra showed modification at 41 °C. Around the T,
the C=0 stretching vibration band at 1740 cm™ undergoes a sharp drop accompanied by a
shift towards a longer wavenumber and a dramatic narrowing as the gel phase is converted
into the liquid-crystalline phase. In the mixture of DPPG and peptide 7-21C, this change
occurred at a lower temperature range (31-37 °C), while in the DPPG/peptide WK_7-21
mixture it occurred over a much wider range (10—41 °C). No differences were observed
between pure DMPC and DMPC/peptide mixtures. FTIR analysis of ester group stretching
vibration confirmed the lipid phase transition results. Peptide WK_7-21 is able to interact
with and penetrate anionic membranes such as DPPG, while no interaction occurs in the

case of zwitterionic membranes like DMPC.
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Figure 9. FTIR spectra showing the ester group (C=0) stretching vibration band at 1740
cm-1 for DPPG alone (A) and in the presence of C1 (B), 7-21C (C) and WK_7-21 (D)



DISCUSSION

MccJ25 exhibits bactericidal activity toward several gram-negative food-borne
pathogens including disease-causing pathogens such as Salmonella and E. coli (Sable et
al. 2000; Vincent et al. 2004; Destoumieux-Garzén et al. 2005; Soudy et al. 2012). The
particular lasso conformation of MccJ25 makes it highly thermostable and resistant to
denaturation and proteolysis, which are attractive properties for both food and
pharmaceutical applications. The structure-activity relationships of MccJ25 were previously
assessed by mutational analyses and site-directed mutagenesis which provided a more
detailed information about its antibacterial activity and targets (Yuzenkova et al. 2002; Pan
and Link 2011; Pavlova et al. 2008; Pan et al. 2011; Ducasse et al. 2012). These studies

highlighted tolerance of MccJ25 to a number of residue substitutions.

Attempts at chemical synthesis of the lasso structure of MccJ25 so far have been
unsuccessful, yielding a loop-tail topology rather than a lasso (Ferguson et al. 2010), and
no synthesized derivative peptide as potent as natural MccJ25 has been reported. Based
on results obtained by Soudy et al. (2012), we hypothesized that the lasso contributes to
MccJ25 activity but is not essential, and that potent derived peptides without this structure
may be obtained. In this study, we synthesized various MccJ25-derived peptides, modified
by substitutions and/or truncation, some of which were inhibitory to S. enterica and E. coli.
Since C1, 7-21C and WK_7-21 were all at least ten times less potent than MccJ25, the

constrained lasso structure might be more than somewhat important for antibacterial action.

Soudy et al. (2012) reported antibacterial activity for similar sequences lacking lasso-
folding with reduced activity compared to native microcin. Additionally, at higher
concentrations, these peptides inhibited Gram-positive bacteria (MIC > 250 uM). Peptide
WK _7-21 contains positive charges and a hydrophobic patch, which could explain its greater
interaction with membrane phospholipids. While MccJ25 uptake into bacterial cells is
dependent on the FhuA receptor, WK_7-21 could reach the cytoplasm via non-specific
interactions with membrane phospholipids. A number of reports point to the potential of
MccJd25 for interacting with bacterial membranes (Rintoul et al. 2001; Dupuy and Morero
2011; Dupuy et al. 2009). Dupuy et al. (2009) observed co-sedimentation of fluorescein-
labeled MccJ25 with bacterial membranes, suggesting microcin-membrane interaction. In
the present study, we observed based on lipid-phase transition of phospholipids that WK_7-

21 was able to interact with and penetrate anionic membranes like DPPG while no
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interactions occurred in the case of zwitterionic membranes such as DMPC. Increasing the
number of basic and hydrophobic residues could facilitate peptide electrostatic interaction
with and subsequent penetration of lipid bilayers, as has been observed for several cationic
antibacterial peptides (Chan et al. 2006). This likely had an impact on the mode of action of
WK _7-21 by making it structurally similar to cationic antimicrobial peptides. Although these
too interact strongly with cell membranes, they might also act on other molecular targets or
cell processes by binding to a variety of anionic and hydrophobic molecules such as DNA,

proteins and cell membranes (Hale and Hancock 2007).

MccJ25 inhibits transcription by binding in the secondary channel of RNAP and thereby
blocking substrate access to the catalytic site (Semenova et al. 2005). The tyrosine residue
at position 9 of the MccJ25 peptide has been shown essential for RNAP inhibition with no
compatible substitutions (Pavlova et al. 2008). Noteworthy, all the active peptides
synthesized in this study lack the lasso structure but keep tyrosine 9, which has been shown
to be essential to RNAP inhibition. Other residues, namely at positions 4 (glycine), 7
(proline), 10 (phenylalanine) and 19 (phenylalanine) are reportedly important but not strictly
essential for Mccd25 binding to RNAP (Pavlova et al. 2008). In the present study, we
observed that MccJ25-derived peptides lacking the lasso structure were able to inhibit in
vitro RNAP at high concentrations (5 and 50 uM). Although these peptides presumably
bound to RNAP, it is not possible to deduce that they share a common binding site with
Mccd25. Pavlova et al. (2008) reported that the RNAP/MccJ25 interaction involves primarily
hydrophobic interaction. Since the active MccJ25-derived peptides had phenylalanine
residues at positions 10 and 19 and tyrosine at position 9, these might be involved in the
inhibition of RNAP. On the other hand, in the case of WK_7-21, the KWK pattern at the N-
terminus could be involved. This pattern is known to bind to DNA (Johnson et al. 1996). The
respiratory apparatus of S. enterica could be a target for WK_7-21, C1 and 7-21C, as it is
for MccJ25. Uptake of these peptides inside cells leads to increased superoxide production,
oxidative damage of biologically important molecules, and ultimately cell death. Although
Soudy et al. (2012) did not report RNAP binding of the two inhibitory peptides (1 and 6),
such activity is possible and should be investigated. Further studies are required in order to

decipher the precise molecular mechanism of these and other MccJ25-derived peptides.

These findings put forward the possibility of producing MccJ25-derived peptides lacking
the lasso structure but nevertheless conserving antibacterial activity. The presence of the

lasso constrains the structure of MccJ25 while conferring to it potent antibacterial activity.



MccJ25-derived peptides lacking the lasso but otherwise constrained in a rigid overall
structure, for example by disulfide bonds, could be strongly antibacterial. A rigid topology
close to that of MccJ25 appears to make the molecule a more potent antibacterial agent.
For the moment, it cannot be ruled out that the mechanisms of action of the natural MccJ25

and its synthetic derived-peptides are different.
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SUPPORTING INFORMATION

Table S1. Secondary structures of MccJ25 derivatives alone or in POPC, POPE and POPG
vesicles based on CD spectroscopy.

Secondary Mced25 Cl 7-21 WK _7-21
structure alone POPC POPG POPE alone POPC POPG POPE alone POPC POPG POPE alone POPC POPG POPE
Helix 0.06 0.05 003 0.04 002 004 003 0.04 0.03 003 002 001 002 002 003 004
Sheet 0.38 039 040 042 034 037 04 0.42 036 043 025 020 038 039 040 042
Turn 0.15 013 023 022 020 026 023 022 021 019 028 028 021 023 023 022

Unordered 0.42 0.38 034 032 044 033 034 032 040 035 046 052 039 038 034 032




CHAPITRE 5

DISCUSSION ET CONCLUSION
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5.1 Discussion générale

Tel que vu dans les chapitres précédents, le design des analogues c’est fait in silico en
se basant sur la séquence primaire en acides aminés de la MccJ25, mais aussi en plusieurs
étapes. De plus, la modélisation par homologie a des avantages et des inconvénients. Elle
permet d’obtenir une structure rapidement avec un bon taux de certitude. Cependant, le
logiciel fait en sorte que le plus souvent pour que les séquences homologues se placent aux
mémes endroits que la structure sur laquelle est basée ’homologie, ce qui peut fausser les
données dans certains cas, par exemple I'ajout ou le retrait de prolines. Il existe d’autres
méthodes qui sont plus gourmandes en puissance de calcul et qui prennent beaucoup plus
de temps a réaliser les structures tridimensionnelles in silico. Par exemple, la dynamique
moléculaire qui doit faire le calcul des interactions entre chaque atome du systéme incluant
le solvant sur une trajectoire donnée, c’est-a-dire quelques nanosecondes pour équilibrer le
systéme. Cette derniére méthode est plus représentative des vraies structures et pourrait

étre utilisée lors de travaux futurs.

La synthése de tous les analogues s’est bien déroulée. La longueur de la chaine
peptidique, ainsi que la séquence sont tres déterminantes dans la pureté des produits
obtenus. En effet, la limite d’acides aminés sur le support solide tel que le polystyréne est
d’environ 30 acides aminés selon les séquences. Les groupements protecteurs tels que les
trityls favorisent le repliement de la chaine peptidique vers le support par interactions
hydrophobes et empilements aromatiques, donc plus la chaine peptidique est lourdement
protégée, plus la séquence sera difficile a obtenir avec un haut degré de pureté. D’autres
résines telles que celles a base de polyéthylénes glycols (PEGs) peuvent faire des peptides
beaucoup plus longs, car les interactions avec la chaine peptidique sont beaucoup plus
faibles. Cependant, la séquence de la MccJ25 est relativement courte, 21 acides aminés,
et contient peu de groupements fonctionnels qui ont besoin d’étre protégés durant la
synthése. Les seuls qui ont besoin de ses groupements sont I'histidine, la tyrosine, la sérine,
la thréonine et les cystéines/acide glutamique s’il y a lieu. De plus, seules l'histidine et les
cystéines ont des groupements protecteurs aromatiques comme le trityl. La résine
polystyréne est reconnue pour étre mécaniquement et chimiquement trés stable et a donc

été un support de choix pour cette étude.

Les liens amides sont trés efficaces pour créer une structure rigide de maniére

permanente et c’est probablement une des raisons pourquoi la MccJ25 native utilise ce type
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de lien. Tel que mentionné au chapitre 3.2.1, nous avons opté pour la protection de la chaine
latérale de I'acide glutamique. Un autre cbté pratique de cette cyclisation est la possibilité
de former le cycle sur support solide, ce qui augmente les rendements en empéchant la
formation de polyméres du peptide. De plus, la purification est trés simplifiée, car 'excédent

de base et d’activateurs est lavé en laissant uniquement le peptide cyclisé sur le support.

Les ponts disulfures sont moins stables que les liens amides, car ils sont en équilibre
et non liés de fagon covalente. Toutefois, ils ont beaucoup moins de contraintes par rapport
au nombre d’acides aminés entre les résidus pour la formation optimale du pont disulfure.
En effet, on peut facilement faire un pont entre deux cystéines distantes de six résidus aussi
bien que douze résidus. Comparativement, le lien posséde certaine limite aussi bien au
niveau de la tension de cycle pour les petits macrocyles de 3 a 4 résidus que pour les
macrocyles de grandes tailles dont la cyclisation sera significativement plus lente et le

rendement plus faible en plus d’étre en compétition avec la dimérisation. '%.

Il existe dans la littérature de nombreuses fagons de former un pont disulfure avec
chacune leurs avantages et leurs inconvénients. Pour cette raison nous avons di tester
différentes procédures et optimiser une synthése permettant de faire la cyclisation désirée.
Il est possible de former les ponts disulfures sur support solide, par exemple via l'utilisation
des groupements protecteurs Acm sur le soufre de la cystéine. La déprotection peut
s’effectuer sélectivement a l'aide du trifluoroacétate de thallium (lll) ((CFsCOQ)sTl). La
déprotection et 'oxydation pour former le pont sont trés rapides et nécessitent environ deux
fois 45 minutes. Cependant, le thallium est trés toxique, mais aussi incompatible avec les
fonctions alcools telles que les sérines et les thréonines.'® Certaines méthodes de
cyclisation plus lentes se font uniquement en présence d’air comme agent oxydant et
d’autres réactifs comme l'iode (I2). Ce dernier aussi est toxique et interfere avec les soufres
des cystéines. Lors des essais avec les groupements protecteurs Acm, nous avons été
incapables d’obtenir des produits avec des puretés acceptables en utilisant I'iode ou le

thallium.

Nous avons donc opté pour la méthode de cyclisation des ponts en solution a 'aide du
DMSO, un agent oxydant faible qui peut étre évaporé.'® Cette méthode, qui fonctionne trés
bien avec un mélange de 20% DMSO dans I'eau, a été optimisée au cours de cette étude
a des fins pratiques, car le DMSO peut faire des ponts hydrogénes avec I'eau qui sont

encore plus favorables que I'eau ou le DMSO purs,'"” ce qui a pour effet d’abaisser le point



de congélation et de rendre la lyophilisation beaucoup plus difficile. C’est pourquoi un
mélange 80% DMSO/eau a été adopté pour favoriser la lyophilisation. Cependant, la

réaction prend environ deux fois plus de temps a se produire.

A la fin de ce projet nous avons pris connaissance d’un nouveau procédé pour former
les ponts disulfure a l'aide d’un agent oxydant faible et sélectif pour les soufres, le N-
chlorosuccinimide (NCS)."® || réduit le temps de formation d’un pont disulfure a 15 minutes
et se fait dans un mélange H>O/ACN (50/50) qui peut facilement étre lyophilisé. Cette
méthode est maintenant la procédure de formation des ponts disulfures qui est utilisée dans
notre laboratoire. Elle aurait certainement permis de réduire significativement les temps de
cyclisation lors de la synthése des analogues et sera assurément exploitée pour la synthése

des prochaines séries d’analogues de la MccJ25.

5.2 Conclusion

Lors de cette étude, nous avons pu confirmer notre hypothése de départ, c’est-a-dire
qu’il était possible d’obtenir de 'activité antibactérienne avec des analogues de la MccJ25,
sans passer par la structure en lasso de la MccJ25 native. Nous avons effectué le design
par une approche computationnelle d’analogues de la MccJ25 en respectant le plus possible
sa structure tridimensionnelle et réalisé leur synthése par voie chimique sur support solide.
Ensuite des tests d’activité antibactérienne avec les analogues générés ont permis
d’observer une certaine modification du spectre d’activité et d’étudier des modes d’action
exploités par les composés actifs. La détermination des structures tridimensionnelles des
analogues les plus actifs comme la C1, WK_7-21 et la 7-21C par RMN ou cristallographie
serait nécessaire pour conclure I'étude structure-activité, car bien que les séquences
primaires des analogues soient tres similaires a celle de la MccJ25 et que les analyses
computationnelles démontrent des similitudes, la structure réelle pourrait étre trés différente
méme en conservant I'activité et la séquence primaire similaire. Un prochain défi de cette
étude pourrait étre de synthétiser la MccJ25 native. Bien que I'hypothése de départ soit qu'il
était difficile d’en faire la synthése totale, des avancées dans d’autres domaines de la chimie
organique telle que la possibilité de synthétiser la MccJ25 comme un rotaxane et non

comme un peptide pourraient permettre la synthése compléte de la MccJ25 native.
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