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Liste des abréviations

- ASL : airway surface liquid

- BHL : N-butyryl-L-homoserine lactone

- CFU : colony-forming unit

- CLS: colistin

- CF: cystic fibrosis

- CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
- DMSO : dimethyl sulfoxide

- eDNA : extracellular DNA (desoxyribonucleic acid)

- ENacC : epithelial sodium channel

- EPS : extracellular polymeric substances

- IL-22 and IL-8 : interleukine-22 and 8, respectively

- 1QS : integrated quorum sensing signal (2-(2-hydroxyphenyl)-thiazole-4-carbaldehyde)
- LasAand LasB : elastase A and B, respectively

- MHB : muller hinton broth

- OD: optical density

- OdDHL : N-oxododecanoyl-L-homoserine lactone

- Pa: Pseudomonas aeruginosa

- PQS : Pseudomonas quinolone signal (2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone)
- PIV : protease IV

- PYO: pyocyanin

- QS : quorum sensing

- Rpm : rotations per minute

- TSB: tryptone soy broth



Table des matieres

N 0] 1 - (o OSSP TR 9
1= INEFOTUCTION ..ttt b ettt 11
A-  Physiopathologie de 1a MUCOVISCIAOSE .........ccveruiiieiieriecie e 11
B-  PSEUdOMONAS BEIUGINOSA .....c.ueviteiiriieiieiieie ettt sttt 15

1- INEFOTUCTION ...t esbeeeeaneenre s 15

2-  Facteurs de VIrUIENCE SECIETES. .......ucviieieie et 16

3- 210 11 Ly o USSR 21

A= QUOTUIM SENSING .vevitiereenteteste sttt sie sttt ettt bbbttt e b e bbbt et e b et e e 23

C-  Prise en charge thérapeutique de la MUCOVISCIAOSE. ........c.covevveiieiieie e, 26
1- TraitemeNntS ACTURIS ....ocveiieiee e 26

2-  Perspectives de traitement fULUIES..........ccooiiiiiiiniiicece e 28

D-  Lienavec e Projet rEaliSE..........cciviiiiieieeie e 31
1- (00 01123 q L= USROS 31

2-  Hypothese et ODJECHITS ........ciiiece e, 31

[11- Materiel €t MELNOUES........ceeieieie et 33
TV = RESUITALS ...ttt bbbttt e e bbb et e neeneeneenens 40
A-  Caractéristiques des SOUChES BTUAIEES .........evveverieiiieir e 40
1-  Profil de croissance DaCtEriENNE. ..........cuoveirieie i 40

2-  Formation de biofilm des souches cliniques tudi€es...........c.covevriirernieiereennen, 42

3-  Production de Pyocyanine des souches cliniques tudi€es...........c.cccevvriverveennnn. 44

B-  Activité du NBA140 sur le biofilm de Pa.........cccooviiiiiiiiieeee e 47
1-  Activité du NBA140 sur la formation de biofilm ..., 47

2-  Activité du NBA140 sur un biofilm préformeé..........cccooeeiiiiieinieeeee, 49

C-  Activité du NBA2456 sur la production de facteurs de virulence.............c.cccu....... 52
1-  Activité du NBA2456 la production de Pyocyanine...........ccoceoeiereneneneeeeniennns 52

2-  Activité du NBA2456 sur I’activité de la protéase IV ........ccoovvviiininiiiiicnn, 54

R B TS0l U 11 o] o ORI PRSP 57
VI- CoNCIUSION €t PEISPECLIVES ......vvevieieeiiesiee st e et e s e te et et ae e e e reeneesreenaeeneenreas 65
AV L =TT o] 1T T0 =1 o] o -SSR 67



Table des figures

Figure 1: Illustration des différents types de mutations affectant CFTR et des approches
thErapeULIQUES SSOCIEES (5) ...vruereiiirierierieieie ettt sttt bbbttt sb e enas 11
Figure 2: Physiopathologie de la mucoviscidose au niveau pulmonaire. ...........c.cccceoveienenne, 13
Figure 3: Illustration de la synthése de pyocyanine via la voie de I'acide chorismique (24)...18
Figure 4 : Mécanismes redox de production de ROS a partir de PYO (34).....ccccovvvvnivreninnnnn 19
Figure 5 : Etapes du développement du biofilm de Pa (52) ........cccovevveeercereeereceereeeee e, 21
Figure 6: Illustration du quorum sensing chez Pa et des 4 différents systemes et signaux
impliqués : OdDHL, 1QS, BHL et PQS (63).......couiiiriiinirierieieie e 23
Figure 7: Structures moléculaires des signaux impliqués dans la détection du QS de Pa........ 25

Figure 8: Chronologie de I'évolution des traitements symptomatiques de la mucoviscidose

depuis sa premiére description pathologique et leur relation avec I'espérance de vie ............. 26
Figure 9 : Formule chimique de I’ Ajoéne (stéréoisomere E) (86) ......ccovvvvvinininininiiicien, 31
Figure 10: Courbes de croissance bactérienne pour les différentes souches étudiées ............. 41
Figure 11: Evaluation de la formation du biofilm des souches d'intérét..............cccocovvuvvneee. 43
Figure 12: Production de pyocyanine des souches d'interét.............cccooevveveiieeieerecieseesnene 46
Figure 13: Formation de biofilm sous traitement avec NBAL40 ............cccoeeveeeevieiieieenee 48

Figure 14: Test d'éradication du biofilm apres traitement avec NBA140 et/ou colistine (CLS)

.................................................................................................................................................. 50
Figure 15: Production de pyocyanine aprés traitement avec NBA2456 ............ccccccveevevvvenenne. 53
Figure 16: Activité de la protéase IV apres traitement avec NBA2456..........c.cccccveveivenenne. 55



Table des tableaux

Tableau 1: Liste de thérapies en cours d’essais cliniques pour la mucoviscidose ...................

Tableau 2: Caractéristiques du premier lot de souches utilisées dans nos travaux ..................


file:///C:/Users/Massoud/Desktop/MSc%20GDS%20Dissertation%20-%20Mickael%20Aoun%20-%20FR.docx%23_Toc122480916

I-  Abstract

La mucoviscidose, aussi dénommée fibrose kystique (CF : Cystic Fibrosis) est la maladie
autosomique récessive la plus courante en Europe, et bien que I'espérance de vie a la naissance
augmente régulierement pour les patients atteints de CF, elle reste a ce jour une maladie
incurable. Elle provient d’une ou plusieurs mutations du géne régulateur de la conductance
transmembranaire de la fibrose kystique (CFTR), un canal ionique principalement présent dans
les poumons et le systeme digestif, et qui est impliqué dans I'export des ions chlorure et
bicarbonate vers le milieu extracellulaire. Ces mutations peuvent affecter I'activité du canal ou
sa localisation, entrainant des manifestations cliniques différentes selon les patients. Dans ce
projet, nous nous concentrons sur la composante respiratoire de la pathologie, qui est la plus
invalidante et la plus critique quant au pronostic vital du patient. Le canal CFTR joue un réle
dans le maintien de I'nydratation et du pH du liquide de surface des voies respiratoires (ASL).
Ce dernier est essentiel au bon fonctionnement du systéme respiratoire, et agit comme une
barriere immunitaire contre les éléments inhalés comme les toxines ou les pathogénes. Un
dysfonctionnement du canal CFTR entraine donc des conséquences importantes sur le
fonctionnement du systéme respiratoire, notamment par la génération d’un contexte
inflammatoire et en favorisant I'implantation de bactéries. En effet, les infections sont la cause

majeure de détérioration de la fonction respiratoire.

La principale bactérie infectant les patients atteints de mucoviscidose est Pseudomonas
aeruginosa, une bactérie multirésistante possedant une grande adaptabilité et étant capable
d'infecter les patients de maniére chronique. Pour ce faire, cet agent pathogene dispose d'une
batterie de mécanismes lui permettant de produire des facteurs de virulence responsables de la

dégradation de I'épithélium pulmonaire ou encore d’une inflammation. Il a également la



capacité de développer un biofilm, une forme d”agrégation bactérienne se développant a la
surface de I'épithélium pulmonaire et créant une barriére réduisant la sensibilité des bactéries
aux xénobiotiques et aux défenses immunitaires. Ces mécanismes sont régis par le la détection
du quorum, correspondant a la capacité de Pseudomonas aeruginosa a adapter la synthese de

certains facteurs en fonction de la densité bactérienne.

La prise en charge de la mucoviscidose est aujourd’hui essentiellement symptomatique et
repose majoritairement sur la prise d'agents anti-infectieux. Au cours des annees 2000, des
modulateurs du canal CFTR ont été développés, apportant la possibilité de restaurer
partiellement la fonction ou la localisation du canal CFTR, améliorant significativement la

qualité de vie des patients.

Dans ce projet, notre équipe a travaillé sur I'évaluation de I'activité de 2 nouveaux composés
développés par Neem Biotech Ltd., sur des souches cliniques de patients infectés a différents
niveaux de chronicité. Ces composés sont dérivés de I'Ajoene, une molécule extraite de I'ail qui
présente des effets anti-virulents contre les Pseudomonas. La premiere étape de ce projet a été
de comprendre les différents types de phénotypes de Pseudomonas aeruginosa et de tester
I'impact des 2 composés sur la production de facteurs de virulence ou la formation de biofilm
des souches étudiées. Nous montrons dans ce rapport que les composés testés ne semblent pas
exercer d'action sur ces parametres mais suggérons des pistes possibles a investiguer afin de

mieux comprendre leur mécanisme d'action.
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I[I- Introduction

La mucoviscidose (CF) est une maladie chronique rare d'origine monogénique qui touche
notamment les voies respiratoires et digestives. C'est la maladie autosomique récessive la plus
fréqguemment rencontrée en Europe, affectant environ 1 naissance sur 3 500 (1). C'est pour le
moment une maladie toujours incurable, mais I'espérance de vie a la naissance ne cesse
d'augmenter et est dorénavant estimée a 50 ans pour une personne née dans les années 2000 au

Royaume-Uni (2), pour un &ge médian au déces de 28 ans au déces (3).

A- Physiopathologie de la mucoviscidose

La mucoviscidose a pour origine une ou plusieurs mutations du géne régulateur de la
conductance transmembranaire de la mucoviscidose (CFTR), codant pour une protéine ayant la
fonction de canal anionique appelée CFTR, et qui exporte des ions chlorure et bicarbonate vers
le milieu extracellulaire (4).

cr ar cr cr Ccr cr
Cr ¢

Class| Class Il Class Il Class IV ClassV ClassVI Class VIl

No protein No traffic Impaired Decreased Less protein Less stable No mRNA
gating conductance
Gly542X Phe508del, Gly551Asp, Arg117His, Ala455Glu, ¢.120del23, dele2,3(21 kb),
Trp1282X Asn1303Lys, Ser549Arg, Arg334Trp, 3272-26A—G, rPhe508del 1717-1G—A
Ala561Glu Gly1349Asp Ala455Glu 3849+10 kg (=T
Corrective Rescue synthesis Rescue traffic Restore channel Restore channel Correct Promote Unrescuable
therapy activity activity splicing stability

Figure 1: Hlustration des différents types de mutations affectant CFTR et des approches

thérapeutiques associées (5)
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Les mutations affectant CFTR sont classées en différents groupes selon I'impact qu'elles
provoquent sur la synthése, la régulation, le transport ou la stabilité de la protéine CFTR (Fig.
1). Cette classification a permis une nette optimisation de la recherche de nouvelles thérapies

selon le type d'effet recherche (6).

Les mutations de classe 1 conduisent a I'absence partielle ou totale d'expression de la protéine
CFTR. Il s'agit principalement de mutations non-sens, de délétions ou d'insertions créant un
décalage du cadre de lecture de I'ARN messager (ARNm), entrainant une terminaison
prématurée des codons et une absence de la protéine au pole apical des cellules épithéliales (7).
Les mutations de classe 2 entrainent un mauvais repliement de la protéine, impactant le trafic
intracellulaire de la protéine CFTR vers le pble apical de la cellule en raison de modifications
post-traductionnelles inappropriées (7), ce qui va majoritairement entrainer une dégradation de
CFTR par le protéasome. Parmi ces mutations, on retrouve la mutation F508del qui est le

variant le plus souvent retrouvé chez les patients avec une prévalence de 80% en Europe (8).

Les mutations de classe 3 conduisent a une régulation défectueuse de I'ouverture du canal
malgré sa présence au pdle apical. Il s'agit principalement de mutations faux-sens ciblant les
domaines Nucleotide Binding Fold (NBF), permettant de lier I'ATP. Ensuite, les mutations de
classe 4 concernent des mutations faux-sens affectant la partie transmembranaire du canal, et
par conséquent diminuant la conductance du canal. Le canal permet cependant une faible sortie

d'ions a I'ouverture du canal (7).

Les mutations de classe 5 concernent principalement des mutations de sites d'épissage alternatif,
affectant la transcription d'une protéine CFTR fonctionnelle, et diminuant la quantité de

protéine exprimée au niveau de la membrane (9). Ensuite, la classe 6 concerne les mutations
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affectant la stabilité de la protéine CFTR, qui est donc prématurément recyclée et dégradée par
les lysosomes. Enfin, la classe 7 a été créée a partir du domaine des modulateurs CFTR, pour
lesquels la pharmacothérapie reste encore difficile a controler. Il comprend de grandes délétions
et mutations dans le cadre de lecture conduisant a une absence d'’ARNm et donc d'expression

de la protéine CFTR (7).

Molecular-defect treatments Symptomatic treatments

<&
<

v

@ Destructive cycle @ Progressive loss of lung function

@ Decreased water content
in airway surface liquid;
@ Abnormal CI permeability thick mucus
altered ionic transport Inflammation and scarring Bacterial infection
Cr
@) Defective Mucus obstruction N 5
CFTR protein and bronchiectasis
b r .

@ Two defective CFTR genes

Figure 2: Physiopathologie de la mucoviscidose au niveau pulmonaire.

La mucoviscidose est causée par une mutation du géne CFTR, qui entraine une cascade de conséquences
pouvant progressivement entrainer une insuffisance respiratoire sévére. Des traitements de la
mucoviscidose ont été développés pour cibler chaque paramétre de cette cascade, mais l'arrivée des
modulateurs de la mucoviscidose au cours de la derniére décennie nous permet de commencer a traiter

la mucoviscidose plus prés de son origine (10).

A travers ce dysfonctionnement précédemment expliqué, plusieurs mécanismes, non

indépendants, ont été suggérés pour le développement de la maladie pulmonaire de la
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mucoviscidose (Fig. 2). Le dysfonctionnement du CFTR entrainerait I'incapacité de sécréter
des ions chlorure et bicarbonate dans la lumiére des voies respiratoires, ou du moins en quantités
efficaces, qui compensent normalement la réabsorption du sodium via le canal sodique
épithélial Na* (ENaC) (11). Cette réabsorption du sodium sans excrétion des anions chlorure et
bicarbonate provoque également une réabsorption deau par les cellules épithéliales
pulmonaires, entrainant une déshydratation du liquide de surface des voies aériennes (ASL)

(12).

L'ASL est pourtant un élément clé pour le bon fonctionnement du systéeme respiratoire. Plus
important encore, il permet I'hydratation du mucus submergeant la barriére mucociliaire qui est
essentielle a la réponse immunitaire innée (13). Malheureusement, un mucus déshydraté nuit a
sa propre élimination ciliaire ou par la toux, et favorise I'implantation et la colonisation par des
pathogénes opportunistes (14), conduisant a une infection aigué qui peut devenir chronique et
représenter un critere de morbidité sévere (15). En paralléle, en réponse a cette agression,
I'épithélium va subir une inflammation et une cicatrisation par fibrose, impliquant plusieurs
cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-17 (16) et I'lL-8 (17) entrainant une dégradation et
des lésions pulmonaires pouvant progressivement entrainer une insuffisance respiratoire, la

nécessité d'une greffe de poumon et éventuellement la mort (18).

Un autre phénomene pouvant se produire est I'altération du pH de I'ASL. L'altération de la
fonction de CFTR entraine une diminution de la sécrétion de bicarbonates dans la lumiére
pulmonaire, qui ont normalement un effet basique sur I'équilibre du pH, expliquant
I'observation d'un pH de I'ASL plus acide que chez les personnes saines (19). Cette modification
du pH de I'ASL peut entrainer plusieurs conséquences. En particulier, il a été démontré que

cette diminution du pH diminuait I'activité des peptides antimicrobiens cationiques dans un
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modele porcin de mucoviscidose (20). Dans ce méme modeéle de mucoviscidose porcine, il a
été montré qu'un pH plus acide pouvait entrainer une altération du détachement du mucus de
I'épithélium pulmonaire, réduisant I'élimination mucociliaire du mucus (21). Ce phénomene a

également été démontré chez la souris (22).

Bien que la mucoviscidose soit une maladie multiorganique complexe, la principale morbidité
des patients atteints de mucoviscidose est une perte progressive de la fonction pulmonaire
aggravée par l'infection (23), qui entraine le décés prématuré de plus de 80 % des patients (24).
Des épisodes inflammatoires répétés déclenchés par des antigénes bactériens entrainent
progressivement des lésions pulmonaires. Bien que les antibiotiques puissent diminuer la
fréquence et la durée des exacerbations infectieuses aigués, la bactérie s'installe de facon

permanente et n'est jamais complétement éradiquée des poumons (23).

B- Pseudomonas aeruginosa

1- Introduction

Pseudomonas aeruginosa (Pa) est une bactérie Gram-négative presente de maniere ubiquitaire
dans le sol et les environnements aquatiques (25). C'est un agent pathogene opportuniste
responsable d'un grand nombre d'infections pouvant étre tres delétéres. Pa est principalement
présent dans les infections des voies respiratoires, des voies urinaires, du tractus gastro-
intestinal, de I'endocarde, des méninges, des yeux ou des oreilles, ainsi que dans les pneumonies
associées a la ventilation et d'autres infections nosocomiales (26). C'est un pathogene qui
appartient au groupe des pathogenes ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter
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spp), regroupant des pathogenes qui présentent une virulence et une multirésistance tres

importantes (27).

Affectant les 3 quarts des patients atteints de mucoviscidose, Pa est le principal agent pathogéne
responsable des infections, suivi de Staphylococcus aureus, ce qui explique I'amplification des
recherches sur cet agent ces derniéres décennies (28). Le séquengage a maintenant permis de
comprendre le comportement d'une multitude de souches de Pa et de démontrer I'adaptabilité
et la polyvalence de ce pathogene, qui sont a I'origine de sa virulence (29). Enfin, ce pathogéne
est connu pour étre résistant a de nombreux antibiotiques, dont les béta-lactamines, les
quinolones et les aminoglycosides (30). Ces mécanismes de résistance peuvent étre
intrinséques, illustrés par l'expression de pompes a efflux permettant I'expulsion des
antibiotiques du cytoplasme, ou encore par I'expression d'enzymes capables de les inactiver. lls
peuvent également étre acquis, grace a la capacité de réaliser des transferts horizontaux de genes
impliqués dans la résistance ou en réalisant des mutations (31). Enfin, la résistance adaptative
implique notamment la capacité a former un biofilm dans les poumons qui va servir de barriére
physique de diffusion et limiter la pénétration de I'antibiotique dans le réseau bactérien (32).
Ces éléments, associés a la présence éventuelle de bactéries persistantes multirésistantes aux
traitements et pouvant également former un biofilm, fait de Pa un agent pathogéne capable

d'infecter le patient de maniére chronique et récurrente (33).

2- Facteurs de virulence sécrétés

Pa possede une grande quantité de facteurs de virulence qui permettent a la bactérie une
infection de longue durée et favorisent la chronicité de l'infection (34). Son taux élevé de

pathogénicité est notamment lié a son génome trés polyvalent, qui lui permet d'adapter son
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comportement aux circonstances de son environnement, et par conséquent de reguler la

production de ces facteurs de virulence (35).

2.1- Pyocyanine

Parmi les facteurs de virulence sécrétes, I'un des plus caractéristiques est la pyocyanine (PYO).
C'est un pigment bleu et composé redox-actif qui fait partie de la famille des phénazines,
composés azotés hétérocycliques sécrétés par plusieurs bactéries dont Pseudomonas (36). La

PYO est produite a partir d'acide chorismique, qui peut étre obtenu par plusieurs voies (24)

(Fig. 3).
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Figure 3: Hlustration de la synthese de pyocyanine via la voie de I'acide chorismique (24)

PYO est synthétisée a partir de I'acide chorismique, qui est un intermédiaire biochimique trés important

chez les micro-organismes, et peut étre lui-méme obtenu a partir de différentes voies de biosynthese, la
principale étant la voie du shikimate

La PYO va entrainer une augmentation du stress oxydatif en augmentant la production

d'espéces réactives de I'oxygene (ROS), connues pour favoriser les lésions pulmonaires et les
phénomenes inflammatoires (37)
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Figure 4 : Mécanismes redox de production de ROS a partir de PYO (34).

PYO est responsable de I'oxydation du NAD(P)H réduit et transfere les électrons obtenus a lI'oxygéne
(0y), créant des ions superoxydes qui peuvent se lier a d'autres molécules dans le cytoplasme et créer

des ROS (GSH : glutathion réduit, GSSG : glutathion oxydé).

Ainsi, lors de la réaction avec le NADH ou le NADPH, le produit principal de cette réaction est
I'ion superoxyde (O2°), qui se dismute naturellement en peroxyde d'hydrogéne (H20>) (Fig. 4)
(34). Il a également été démontré que le PYO est capable d'inhiber I'activité de la catalase, une

enzyme antioxydante qui catalyse la dégradation de H>O2 en oxygene et en eau (38).

On pense également que PYO provoque une inhibition de l'inhibiteur de I'alphal-protéinase,
dont le réle physiologique est d'inhiber I'élastase des neutrophiles (NE), ce qui peut alors
intensifier les dommages tissulaires induits par cette derniére (39). Il a également été montré
que PYO pouvait diminuer la fréquence des battements ciliaires de I'épithélium pulmonaire et

par conséquent réduire I'élimination ciliaire de Pa (40).

Enfin, il a été montré que PYO pouvait provoquer une hypersécrétion de mucines par les
cellules épithéliales exposées (41). Ces mucines sont des macromolécules glycosylées
normalement présentes dans le mucus des voies respiratoires responsables de la défense
mucociliaire contre les bactéries et les toxines inhalées (42). 1l a été démontré que PYO

augmente I'expression de 5 genes de mucine : MUC20, MUC13, MUC5B, MUC2 et MUC5AC
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(42), les trois derniers étant les mucines les plus sécrétées par le systeme respiratoire humain
(43). Cette hypersécrétion, en revanche, n'est plus bénéfique pour le patient puisqu'elle ralentit
et rend plus difficile I'élimination efficace du mucus, entraine une obstruction des voies

respiratoires et facilite I'agglomération des bactéries (44).

2.2- Exoenzymes

Les infections a Pa sont responsables d'importantes lésions tissulaires, notamment par la
sécrétion d'exoenzymes, dont une protéase alcaline et deux élastases, A (LasA) et B (LasB)

(45).

Parmi l'arsenal de molécules sécrétées par Pa, on retrouve également la protéase 1V (PIV), une
sérine-protéase connue pour dégrader C3, C1q et IgG, impliquée dans la réponse immunitaire,
ainsi que le fibrinogéne, ce dernier étant impliqué dans la coagulation (46). De plus, PIV a
également pour effet de dégrader l'interleukine-22 (IL-22), une cytokine essentielle a la
régulation de la défense immunitaire muqueuse et qui limite I'implantation et la prolifération
des bactéries (47). En effet, I'lL-22 se lie a un récepteur qui active la voie de signalisation
STAT3, conduisant a l'expression de genes qui codent pour des molécules régénératives et
mitogenes (48), mais aussi des peptides antimicrobiens tels que la béta-défensine 2, la

psoriasine (S100A7), la calgranuline C (S100A12) ou encore lipocaline 2 (49)(50).

Enfin, les travaux récents de Guillon et al. ont montré gqu'aucune antiprotéase présente dans

I'environnement pulmonaire ne semblait inhiber I'activité du P1V, ce qui ferait du PIV un facteur

de virulence permettant a Pa d'échapper au systéme de déefense de I'héte (47).
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3- Biofilm

Le biofilm illustre la capacité des micro-organismes a former un agrégat en adhérant les uns
aux autres et en se développant sur une surface préexistante, sur laquelle ils vont produire une
matrice chargee en substances polymériques extracellulaires (EPS). Ces EPS peuvent étre des

protéines, des exopolysaccharides, des métabolites ou encore de I'ADN extracellulaire (eDNA)
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Figure 5 : Etapes du développement du biofilm de Pa (52)

Le développement du biofilm de Pa se déroule en 6 étapes. Apres une premiere période d'attachement a
la surface, les bactéries vont se diviser pour former une microcolonie et favoriser les interactions cellule
a cellule pour optimiser la robustesse de leur structure. En arrivant a maturité, la structure développe des
mécanismes et une morphologie lui permettant d'augmenter sa tolérance aux antibiotiques et au systeme
immunitaire de I'hote. Enfin, la derniére étape consiste a transférer les cellules dispersées dans le milieu

afin qu'elles puissent elles-mémes recréer une microcolonie pouvant former un biofilm.
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La formation du biofilm s'organise en plusieurs étapes (Fig. 5). La premiere consiste en
I'adhésion des bactéries au support ou matrice grace a leurs appendices, tels que leur flagelle ou
pili de type IV (53). De plus, le mouvement flagellaire restreint est impliqué dans
I'établissement de la motilité de contraction, une forme de motilité associée a la surface (54) et
la biosynthése des exopolysaccharides essentiels a I'association de surface (55). Cette adhérence
est a ce stade réversible. C'est lors de la phase 2 que l'adhésion se renforce et devient
irréversible, les bactéries amplifient en parallele le nombre de divisions. Ensuite, la phase 3
consiste en la formation d'une architecture plus structurée, avec l'augmentation des interactions
cellule a cellule. On parle de microcolonie (ou jeune biofilm) (52). En phase 4, ces
microcolonies se développent en trois dimensions et forment une structure en forme de
champignon, caractéristique de la maturation du biofilm. En phase 5, le centre de la structure
formera une cavité matricielle par autolyse cellulaire, ce qui permettra la libération des cellules
dispersées (56). Enfin, en phase 6 les cellules dispersées transitent pendant environ 2 heures
pour passer a un mode de croissance planctonique qui va permettre la colonisation d'autres

espaces et ainsi perpétuer le cycle de formation du biofilm (57).

Il a été montré que les microorganismes se développant dans les biofilms étaient moins
sensibles a la fois aux antibiotiques et aux défenses immunitaires de I'héte que les bactéries se
développant en suspension (58), méme pour des souches ne présentant pas ou peu de résistance

intrinseque (59).

Ceci s'explique par la présence de différents états de croissance bactérienne au sein du biofilm.
Les bactéries situées a la périphérie étant plus exposées a I'oxygene et aux nutriments présentent
un profil d'expression génique élevé, et les bactéries situées a proximité de la surface de

formation du biofilm, en son cceur, sont dans un état de croissance dormant (60). Ces derniéres
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sont appelées cellules persistantes, et montrent une meilleure tolérance a l'exposition aux
antibiotiques et la capacité de repousser aprés exposition aux antibiotiques, ce qui contribue a

I’installation de la chronicité de I'infection (61).

Ce phénomene semble réversible, et il s'avere que les bactéries perdant la protection du biofilm
redeviennent plus sensibles aux antibiotiques, suggérant que cette capacité n'est liée a aucune

génétique et est bien d'origine adaptative (62).

4- Quorum sensing
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Figure 6: Illustration du quorum sensing chez Pa et des 4 différents systémes et signaux impliqueés :

OdDHL, 1QS, BHL et PQS (63)
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La détection de quorum, ou quorum sensing (QS) est un mécanisme de communication entre
bactéries qui leur permet d'interagir et de modifier I'expression de certains de leurs genes en
réponse a des variations de densité bactérienne et de la composition des especes microbiennes
dans I'environnement (64). Parmi ces genes, on retrouve des génes impliqués dans la production

de facteurs de virulence ou la formation de biofilm (Fig. 6) (65).

Le quorum sensing chez Pseudomonas aeruginosa est un mécanisme complexe impliquant
divers systemes. Il implique de nombreux régulons, qui sont des groupes de genes qui peuvent
étre régulés par la méme molécule (66). Le systéeme Lasl/LasR est au sommet de la hiérarchie
de ces voies, et permet, par son activation par sa propre molécule OdDHL (N-oxododécanoyl-
L-homosérine lactone) la formation d'un complexe LasR-OdDHL se liant sur les promoteurs
de geénes cibles (67) et activant la transcription d'éléments également impliqués dans la
virulence et le QS, notamment en activant le systétme Rhl (68) (Fig. 6). Ce dernier est le
deuxiéeme systéeme QS prédominant et produit un signal N-butyryl-L-homoseérine lactone
(BHL), capable d'interagir avec RhIR. Ces deux systemes Lasl/LasR et RhII/RhIR sont des
régulateurs de la transcription qui régulent I'expression d'environ 10 % du génome de Pa
(correspondant a environ 300 genes) (69), ce qui explique l'intérét de leur étude en recherche

pour comprendre la virulence et I'adaptabilité de Pa.

Un troisieme élément impliqué dans le QS de Pa est le Pseudomonas Quinolone Signal (PQS),
correspondant a la 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone. Il s'avere que c'est un systéeme également
régulé par LasR-OdDHL (70), qui conduit a la transcription de pgsABCD, lui-méme a l'origine
de la formation de PQS, qui va alors se lier a PgsR et sera impliqué dans la production de des
facteurs de virulence comme le PYO, I'élastase ou encore les rhamnolipides. C'est aussi un

systeme qui est régulé a la baisse par le systéeme RhlI/RhIR (71).
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Enfin, un quatrieme signal a été récemment découvert et s'est avéré capable d'intégrer des
signaux de stress environnemental dans le réseau QS (72). 1l s'agit du systéeme QS intégré (1QS),
dont la molécule signal est le 2-(2-hydroxyphényl)-thiazole-4-carbaldéhyde. Il est impliquée
dans la stimulation de la production de signaux PQS et par conséquent de BHL, ainsi que dans
I'expression de facteurs de virulence tels que PYO, I'élastase et les rhamnolipides (63). Les

structures moléculaires de ces gquatre signaux sont présentées dans la figure 7.
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Figure 7: Structures moléculaires des signaux impliqués dans la détection du QS de Pa

N-oxododecanoyl-L-homoserine lactone (OdDHL), N-butyryl-L-homoserine lactone (BHL), 2-heptyl-
3-hydroxy-4-quinolone (PQS ; Pseudomonas Quinolone Signal) et 2-(2-hydroxyphenyl)-thiazole-4-

carbaldehyde (1QS ; Integrated Quorum Sensing Signal) (63)
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C- Prise en charge thérapeutique de la mucoviscidose

1- Traitements actuels

1.1- Traitements des symptdmes et des conségquences associées

La prise en charge de la mucoviscidose dépend, dans une certaine mesure, de chaque patient.
En effet, la prise en charge symptomatique des complications associées représente une part
importante du schéma thérapeutique (Fig. 8), la mucoviscidose étant une maladie chronique
pour laquelle aucun traitement curatif n'est encore disponible. L'élément critique a gérer est la
potentielle infection pulmonaire, qui se fait par la prise d'antibiotiques pouvant étre administrés
par différentes voies (orale, inhalée ou intraveineuse), comme l'azithromycine, la ciprofloxacine

ou la tobramycine, cette derniére ayant montré de réels bénéfices sur I'infection chronique a Pa

(73).
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Figure 8: Chronologie de I'évolution des traitements symptomatiques de la mucoviscidose depuis sa

premiere description pathologique et leur relation avec I'espérance de vie

(rhDNase : désoxyribonucléase humaine recombinante ; HTS : solution saline hypertonique inhalée ;

AZLI : solution d'aztréonam pour inhalation, TIP : poudre pour inhalation de tobramycine) (5)
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Bien que I'inflammation soit une caractéristique de la mucoviscidose, peu d'anti-inflammatoires
efficaces sont utilisés de facon routiniere. Ils sont généralement administrés sous forme d'anti-
inflammatoires non stéroidiens inhalés, de corticostéroides inhalés ou de corticostéroides
systémiques spécialement pour les patients atteints d'une maladie fongique allergique (74). De
plus, I'azithromycine peut également étre utilisée pour son effet anti-inflammatoire et son effet
inhibiteur sur les furines, des sérine-protéases qui aggravent l'inflammation chez les patients

atteints de mucoviscidose (75,76).

Enfin, il est également possible de réduire la viscosité de I’ ASL par I'administration pulmonaire
de dornase alfa, une désoxyribonucléase humaine recombinante (rhDNase) responsable de la
dégradation de I'eDNA et contribuant fortement a I'amincissement du mucus (77), des solutions

salines hypertoniques ou de I'agent osmotique mannitol (78).

1.2- Approche pharmacologique du dysfonctionnement du CFTR

La seule approche qui vise a tenter de rectifier la fonction CFTR est I'utilisation de modulateurs
CFTR, des médicaments voués soit a augmentent l'activité du CFTR situé en surface
(potentiateurs), soit a corriger son emplacement dans la cellule (correcteurs). Le premier
développé a été I'lvacaftor (Kalydeco®), particulierement utile pour les défauts de gating de
classe 111 comme la mutation G551D (79), et permet d'augmenter le temps d'ouverture du canal
CFTR, puis de restaurer partiellement les flux ioniques et améliorer la qualité de vie, la masse
corporelle ainsi que certains parametres respiratoires, comme le VEMS (volume expiratoire
maximal par seconde). Méme si cette mutation ne concerne qu'une minorité de patients,

I'lvacaftor a I'avantage de pouvoir étre prescrit chez le tres jeune enfant (> 4 mois) (80).
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Un second est le Lumacaftor, qui a cette fois un spectre d'action sur la mutation F508del,
retrouvée chez plus de 70% des patients atteints de mucoviscidose en Europe (6). Il restaure le
transport de CFTR vers le pdle apical de la cellule mais sans restaurer significativement sa
fonction (81). D'autre part, son association avec I'lvacaftor (Orkambi®) a permis de restaurer
non seulement le transport du canal vers la membrane mais également sa fonction, en
augmentant le temps d'ouverture du canal, permettant d'améliorer le pronostic et la qualité de

vie des patients (82).

Fin 2018, une association entre un autre modulateur, le Tezacaftor, et I'lvacaftor a été
commercialisée (Symkevi®), permettant de concurrencer I'Orkambi® et de réduire certains

effets indésirables respiratoires (83).

Ce dernier a ouvert la voie a une nouvelle combinaison appelée Kaftrio®, associant le
Tezacaftor et I'lvacaftor ainsi qu'un nouveau compose, I'Elexacaftor (\VX-455). 1l a été approuve
par I'agence médicale européenne (EMA) fin 2020 et s'annonce tres prometteur, avec déja une
amélioration de la stabilité et du transport du CFTR atteignant au mieux jusqu'a 60 a 70% de

son fonctionnement physiologique chez des personnes non atteintes mucoviscidose (84).

2- Perspectives de traitement futures

L'avenir de la thérapie est vaste. Une premiére approche consisterait a trouver des modulateurs
capables de corriger un panel plus large de mutations, et qui puissent étre administrés a des
patients trés jeunes pour limiter le risque de développement de complications et de facteurs

aggravants au cours du temps.
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La plupart des essais cliniques en cours portent principalement sur des composés ou des
stratégies antimicrobiennes, dans le but de redonner de meilleures conditions de vie au patient
mais aussi d'améliorer I'absorption des médicaments administrés par inhalation, qui représente
aujourd’hui un véritable fléau (85). Le tableau ci-dessous résume certaines stratégies

actuellement en phases d'études cliniques (Tableau 1).
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Assessment of the efficacy of IV gallium (Ga) to improve pulmonary function as measured by a 5% or greater ~ D'Ud - Ga nitrate » .
relative improvement in forced expiratory volume in one second (FEW1) from baseline to Day 28. Placebo - 0.9% NaCl
A Phase 1b/2a, Multi-Center, Double-Blind, Randomized, Placebo-Controlled, Single and Multiple Ascending DN
AP-PAD2 Dose Study to Evaluate the Safety and Tolerability of AP-PAO2 Multi-Phage Therapeutic Candidate for Inhalation Placebo - inactive isotonic !Mhalation 1l
in Subjects With Cystic Fibrosis and Chronic Pulmonary Pseudomonas Aeruginosa (Pa) Infection solution i
A Phase 1b/2a. Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled, Multicenter Study to Evaluate Nebulized Drug : PX004-A
BX004-A Bacteriophage Treatment in Outpatient Adult Cystic Fibrosis (CF) Subjects With Chronic Pseudomonas Inhalation 1l
Aeruginosa (PsA) Pulmonary Infection Placebo : vehicle buffer
A Phase 2, Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled Study to Evaluate the Safety and Efficacy of SPI- ED"C‘]'QW' Bﬁgll:r:g{;mﬁ Ebselen 200,
1005 in Cystic Fibrosis (CF) Patients With Acute Pulmonary Exacerbation (APE) Receiving IV Tobramycin at Oral 1l
Risk for Ototoxicity Placebo
AR-501 A Phase 1/2a Randomized, Double-Blind, Two-Part, Dose-Ascending, Multicenter Study of the Safety and PK of Drug : AR-501
. AR-501 (Gallium Citrate), Administered Via Inhalation, in Healthy Adult and P. Aeruginosa Infected Cystic Inhalation 171
{(Panaecin™) . . :
Fibrosis Subjects. Placebo
Randomized, Double Blind, Placebo-controlled Study of the Safety, Tolerability and Pharmacokinetics After ([;’;’n%ir%?g:";fg'oﬂfr e RllE
ALX-009 Single Ascending Doses or Multiple Ascending Doses of OSCN-, bLF or ALX-009 in Healthy Male and CF and Inhalation |
Non-CF Bronchiectasis Patients Placebo - 0.9% NaCl
A Multiple-Site, Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled, Single Ascending Dose (SAD) Study to Assess Drug : SNSP113
the Safety and Tolerability of Inhaled SNSP113 in Healthy Male Subjects (Part A) and Subjects With Stable Inhalation |
Cystic Fibrosis (Part B) Placebo
A Pilot Study to Assess the Effect of Intermittent Inhaled Nitric Oxide on the Treatment of Nontuberculous fmy o e :
Mycobacteria (NTM) Lung Infection in Cystic Fibrosis and Non-Cystic Fibrosis Patients L3022 - LAl Il L] .
Drug :
=TT EVG L G A Phase 2 Study of Galicafior/Navocaftor/ABBV-119 Combination Therapy in Subjects With Cystic Fibrosis Who Galicafior/Navocafior/ABBV-119 oral i
ABBV-119 Are Homozygous or Heterozygous for the F508del Mutation
Placebo
_ A Phase 1, Open-Label, Randomized, Crossover Study to Assess the Safety and Pharmacokinetics Following . .
e i single Doses of Oral and Intravenous Xenleta (Lefamulin} in Adult Patients With Cystic Fibrosis Si - Lsi I Sl !
AIR001 Phase I/ll Study of Inhaled Sodium Nitrite as an Antimicrobial for Pseudomonas Infection in Cystic Fibrosis a’;'}g - Sodium nitrite (46 0r 80—\ ation i

Tableau 1: Liste de thérapies en cours d’essais cliniques pour la mucoviscidose

Liste non exhaustive d’essais cliniques actifs ciblant différentes approches, des modulateurs aux antimicrobiens, utilisant différentes voies d'administration, mettant en évidence la
complexité du traitement de la mucoviscidose (IV : intraveineuse, OSCN- : Hypothiocyanite, bLF : lactoferrine bovine). Tableau obtenu a partir de mon mémoire de Master, dont

les références sont mentionnées plus haut. Données obtenues a partir de Clinicaltrials.gov
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D- Lien avec le projet réalisé

1- Contexte

Le projet qui a été mene durant ces 6 mois est le fruit d'une collaboration entre notre laboratoire
et Neem Biotech Ltd., une société spécialisée dans la recherche d'agents antimicrobiens et qui
a passé plusieurs années a étudier les caractéristiques bactériennes qui conduisent a la résistance

et leur virulence.

Figure 9 : Formule chimique de I’Ajoene (stéréoisomere E) (86)

Apreés s'étre concentrés sur I'Ajoéne (Fig. 9), un composé organo-soufré dérivé de l'ail dont il a
été démontré qu'il réprimait certains facteurs de virulence clés régulés par QS chez Pa, cela a
partir de I'inhibition d'un petit ARN régulateur (87), ils ont développé 3 composés pour lesquels
nous avons da évaluer I’efficacité sur des souches cliniques de Pa issues de patients infectés
atteints de mucoviscidose. Ces composés sont les NBA134, NBA140 et NBA2456. Comme ils
ont été développés recemment et uniquement testés sur des souches de laboratoire, nous

n’avions que tres peu d'informations a leur sujet.

2- Hypothese et objectifs

La pertinence de ce projet était en effet de tester ces composés sur des souches cliniques, ce qui

permettrait de traduire les données obtenues sur des souches de laboratoires a une échelle plus
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clinique, et ainsi avoir une meilleure représentativité de ce qui se pourrait se passer

cliniqguement chez les patients atteints de mucoviscidose.

Pour chacun d'entre eux, et en fonction des résultats préliminaires obtenus apres avoir testé
leurs composés sur des souches de laboratoire, il a été proposé de tester leur activité sur la
capacité a éradiquer un biofilm préexistant en association avec des antibiotiques, ainsi que la
capacité a moduler le QS pour NBA134, empécher la formation de biofilm pour NBA140 ainsi
que la capacité d'influencer la production de facteurs de virulence pour NBA2456. L'objectif
principal étant de valider le statut potentiel de candidat-médicaments pour ces composés dans
le ciblage de la virulence de Pa. Un objectif recherché est la potentialisation de l'activité des
antibiotiques, permettant de réduire les doses administrées en clinique et de limiter I'apparition

de la résistance bactérienne.
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I1lI-  Matériel et Méthodes

Milieux de culture

La poudre de Mueller Hinton Broth (MHB) (70192) a été dissoute dans de l'eau a une
concentration de 21 g/L et a été obtenue chez Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA).

La poudre Oxoid Tryptone Soy Broth (TSB) (CM0129) a été dissoute dans de l'eau a une
concentration de 30 g/L et a été obtenue aupres de Thermofisher Scientific (Waltham, MA,

USA).

Réactifs, solvants, tampons et composeés :

Le tris-HCI (BP153-500) et I'éthanol absolu (20821.330) ont été achetés chez Thermofisher
Scientific (Waltham, MA, USA). Le NaOH (S5881), HCI 37 % (258148), chloroforme (34854-
M), DMSO (D8418), cristal violet 1 % (\V5265), pyocyanine (P0046) et 1’acétate de N-(p-
Tosyl)-Gly-Pro-Lys-p-nitroanilide (T6140) ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint-Louis,
MO, USA). Les trois composés d'intérét, NBA134, NBA140 et NBA2456 ont été obtenus sur

demande directement auprés de Neem en fonction du besoin, du fait de leur faible disponibilité.

Bactéries

Les souches ont été obtenues a partir du réferentiel du Strategic Research Centre (SRC) for
Pseudomonas, financé par la CF Trust et résidant au NHLI (National Heart and Lung Institute).
Des isolats ont été fournis par le laboratoire de microbiologie du Royal Brompton Hospital a
partir de cultures de sécrétions respiratoires une fois tous les tests cliniques effectués. Les isolats
bactériens cliniques ont ensuite été inoculés dans des cryotubes (Prolab Diagnostics,

Microbank™) et conservés a -80°C.
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| strain__ | Acute/Chronic___| _Colistin sensitivity __
m Chronic Sensitive
Acute Sensitive
m Chronic Sensitive
m Chronic Resistant
m Acute Sensitive
Acute Sensitive
m Acute Sensitive
Acute Sensitive
Acute Sensitive
Chronic Sensitive

Tableau 2: Caractéristiques du premier lot de souches utilisées dans nos travaux

(Tableau issu du mémoire de Master mentionné plus haut)

Un autre lot de souches a été inclus dans nos dosages, contenant les souches : 1, 2, 3, 7, 8, 11,
13, 14,17, 19, 20, 22, 23, 28, 29, 30, 31, 32, 35, 38, 39, 41, 43, 53, 54, 60, 63, 64, 66, 68, pour
lesquels nous n'avions pas de données équivalentes sur la chronicité de l'infection et la

sensibilité a la colistine.

Croissance nocturne

Avant chaque expérience, les souches ont été incubées a 37°C sur un agitateur tournant a 200
rotations par minute (rpm) dans des tubes contenant 5 mL de Muller Hinton Broth (MHB) ou
Tryptone Soy Broth (TSB) pendant 16 a 20 heures. lls ont ensuite été centrifugés a 3900
tours/min a température ambiante (21°C), le milieu de culture a été retiré et du milieu frais a
été ajouté. La densité optique a 600 nm (OD600) a ensuite été mesurée pour évaluer la densité

bactérienne, une OD de 0,05 correspondant & 5 x 107 unités formant colonie (CFU)/mL.
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Profil de croissance bactérienne

Les souches ont été cultivées pendant la nuit dans du MHB en suivant la méthode de croissance
nocturne mentionnée ci-dessus, puis des échantillons de 200 pL de solution bactérienne dans
du MHB ont été disposés dans une plaque & 96 puits non traitée a une densité de 5 x 10’
CFU/mL, et la OD600 a eté mesuré toutes les 30 minutes pendant 18 heures. Chaque condition
a été réalisée en 6 réplicats techniques et 2 réplicats biologiques. Les résultats sont présentés
sous forme de moyennes des OD600 dans le temps, accompagnées de leur erreur standard de

la moyenne (SEM) correspondante.

Formation de biofilm

Les souches ont été cultivées pendant la nuit dans du MHB en suivant la méthode de croissance
nocturne mentionnée ci-dessus, puis des échantillons de 100 uL de solution bactérienne dans
du MHB ont été disposés dans une plaque a 96 puits non traitée, & une densité de 5 x 10’
CFU/mL. Apres 24 heures, la croissance planctonique (bactéries en suspension) a été éliminée
en faisant basculer énergiquement la plaque dans un récipient, puis les puits ont été rincés 3
fois a I'eau et laissés a sécher. Une fois secs, les puits ont été colorés avec 125 uL (de maniére
a recouvrir tout le biofilm formé a la surface des 100 pL) de Crystal Violet 0,1% pendant 15
minutes sur un agitateur numerique a 30 rpm. Les puits ont ensuite été rincés 3 fois a l'eau et
laissés sécher 2 a 4 heures sous hotte. Enfin, le biofilm coloré a été solubilisé dans 200 pL
d'éthanol absolu a 99 % pendant 30 minutes, et la OD550 a été mesurée. Chaque condition a
été réalisée en 6 réplicats techniques et 3 réplicats biologiques. Les résultats sont présentés sous
forme de moyennes d’OD550, accompagnées de leur erreur standard de la moyenne

correspondante.
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Inhibition de biofilm

Les souches ont été cultivées pendant la nuit suivant la méthode de croissance nocturne
mentionnée ci-dessus dans du Tryptone Soy Broth (TSB), un milieu plus riche en nutriments
que le MHB afin d'optimiser la croissance et éventuellement la production de biofilm. Ensuite,
100 pL de solution bactérienne dans du TSB ont été disposés dans une plaque a 96 puits non
traitée, a une densité de 5 x 10" CFU/mL en présence de 0, 12.5, 25, 50, 75 ou 100 pM de
NBAZ140 correspondant a 0,33 % de DMSO par condition. Aprés 24 heures, la croissance
planctonique a été éliminée en faisant basculer énergiquement la plaque dans un récipient et les
échantillons ont été traités comme mentionné pour le test de formation de biofilm. Chaque
condition a été réalisée en 3 réplicats techniques et 3 réplicats biologiques. Les données
d’inhibition relative du biofilm sont présentées par un ratio de moyennes d’0OD550 normalisées

a la condition non traitée, accompagnées de leur erreur standard de la moyenne correspondante.

Eradication de biofilm

Suivant le méme principe que le test de formation de biofilm, 100 pL de solution bactérienne
dans du TSB ont été disposés dans une plaque a 96 puits non traitée, a une densité de 5 x 10’
CFU/mL sans traitement. Apres 24 heures, la croissance planctonique a été éliminée en
retournant énergiquement la plaque sous la hotte dans un récipient vide (pour éviter les
éclaboussures et une contamination croisée), puis la plague a été laissée a sécher. Par la suite,
les conditions ont été traitées pendant 24 heures avec 125 pL de TSB contenant 0, 34.125,
68.25, 136.5, 273, 546 ou 767.92 uM de NBA140 seul ou en association avec 42.5 ou 64.5
pug/mL de Colistine (CLS), un antibiotique de la classe des polymyxines, correspondant a 2,56
% de DMSO par condition. Aprés traitement, les puits ont été rincés et traités comme mentionné
dans le test de formation de biofilm. Chaque condition a été réalisée en 3 réplicats techniques

et 3 réplicats biologiques. Les données d’éradication relative du biofilm sont présentées par un
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ratio de moyennes d’OD550 normalisées a la condition non traitée, accompagnées de leur erreur

standard de la moyenne correspondante.

Mesure de la production de PYO

Les souches ont éte cultivées pendant une nuit dans du TSB en suivant la méthode de croissance
nocturne ci-dessus. Puis elles ont été incubées dans 1,2 mL de TSB a une densité de 5 x 107
CFUF/mL a 37°C pendant 16 heures sur un agitateur tournant a 200 rpm. Chaque tube a ensuite
été centrifugé a 3900 rpm pendant 10 minutes a température ambiante (21°C), et 1 mL de
surnageant stérile a été récupéré puis transféré dans un Eppendorf de 2 ml. Ensuite, 600 mL de
Chloroforme ont été ajoutés pour créer un mélange biphasique dans lequel la pyocyanine sera
diluée dans la phase organique chloroforme, située en dessous. La phase aqueuse supérieure a
ensuite été retirée a l'aide d'une pipette et 200 ml de HCI 0,2 M ont été ajoutés pour transférer
la pyocyanine dans la phase aqueuse supérieure aprés passage au vortex. Enfin, 100 pL de la
phase aqueuse ont été transférés dans une plaque a 96 puits non traitée avec des tissus et la OD
a été mesurée & 386 nm. Le tracé d'une courbe standard sur une fenétre de 0 & 160 pg/mL de
PYO a permis de calculer la concentration massique de PY O correspondante. Chaque condition
a été réalisée en 3 réplicats techniques et 3 réplicats biologiques. Les résultats sont présentés
sous forme de moyennes de OD386 accompagnées de leur erreur standard de la moyenne

correspondante.

Inhibition de production de PYO

Suivant le méme principe que le test de production de pyocyanine, les souches ont cette fois été
incubées dans 1,2 mL de TSB a une densité de 5 x 10’ UFC/mL a 37°C pendant 16 heures sur
un agitateur tournant a 200 rpm en présence de 0, 12.5, 25, 50, 75 ou 100 uM de NBA2456,

correspondant a 0,33 % de DMSO. Apres traitement, les tubes ont été centrifugés et le
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surnageant a eté traité comme mentionné pour le test de production de pyocyanine. Chaque
condition a été réalisée en 3 répétitions techniques et 3 répétitions biologiques. Les résultats
sont présentés sous forme de moyennes accompagnées de leur erreur-type de moyenne

correspondante.

Protease 1V activity assay

Suivant le méme principe que le test d'inhibition de la pyocyanine, les souches ont été incubées
dans 1,2 mL de TSB a une densité de 5 x 10" CFU/mL & 37°C pendant 16 heures sur un agitateur
tournant a 200 rpm, en présence de 0, 12.5, 25, 50, 75 ou 100 uM de NBA2456, correspondant
a 0,33 % de DMSO. Apreés traitement, les tubes ont été centrifugés a 3900 tr/min pendant 10
minutes a température ambiante (21°C), et 10 uL de surnageant stérile ont été collectés et
transférés dans une plaque a 96 puits non traitée. Par la suite, nous avons préparé une solution
de substrat de 0,233 uM de sel d'acétate de N-(p-Tosyl)-Gly-Pro-Lys-p-nitroanilide dans une
solution tampon Tris HCI a pH 8. Ensuite, 90 pL de cette solution de substrat ont été ajoutés
aux 10 pL de surnageant. Les plaques ont ensuite été incubées a 30°C dans le lecteur de plaques
en utilisant une agitation constante type « mean corner well » tournant a 200 tr/min, et ’0OD a
405 nm de chaque puits a été mesurée toutes les 2 minutes pendant 30 minutes. Une
augmentation de I'absorbance traduit une augmentation de la dégradation du substrat et permet
de se rapprocher de l'activité protéase IV des souches Pa. Chaque condition a été réalisée en 3
réplicats techniques et 3 réplicats biologiques. Les résultats sont présentés sous forme de

moyennes de OD405 au cours du temps.

Statistiques

Les données ont été analysées a I'aide de GraphPad Prism 9 (CA, USA). Le test de normalité

de Shapiro-Wilk a été effectué sur tous les ensembles de données pour déterminer si la

38



distribution des données était paramétrique ou non paramétrique. Etant donné que les valeurs
de certaines souches n'étaient pas distribuées de maniére paramétrique, les tests de
significativité statistique ont été réalises a l'aide du test de Kruskal-Wallis suivi du test de
comparaison multiple de Dunn. Pour le test d'éradication du biofilm, une analyse ANOVA a
deux facteurs a été utilisée, suivie du test de comparaison multiple de Tukey. L'hypothése nulle

a été rejetée a p<0,05.
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IV- Reésultats

A- Caractéristiques des souches étudiées

1- Profil de croissance bactérienne

Pour commencer notre travail, nous avons voulu comprendre les schémas de croissance des
souches étudiées. La durée de traitement par les composés préconisés par le Neem étant de 16
heures pour un mode de croissance planctonique, la connaissance de I'état de croissance de nos

souches nous permet de vérifier la cohérence d'un traitement dans cet intervalle de temps.
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Figure 10: Courbes de croissance bactérienne pour les différentes souches étudiées

Les profils de croissance des différentes souches étudiées attestent de la variabilité de croissance entre
les différentes souches mais aussi entre les différents réplicats biologiques (n=2). La OD600 a été

mesurée toutes les 30 minutes pendant 18 heures, les valeurs sont tracées en tant que moyennes de

chaque point de temps + SEM.

Les données de croissance bactérienne (Fig. 10) n'ont été obtenues qu'a titre indicatif pour

prédire le comportement des souches dans le milieu d'étude, ici le MHB. On observe pour
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chaque souche un profil comparable & ceux obtenus dans la littérature, avec une phase de
croissance exponentielle sur les 5 a 10 premiéres heures, avant d'arriver a une phase stationnaire
ou la densité bactérienne semble étre maximale, sauf pour GA-294 dont la densité semble
encore augmenter. On peut alors observer une grande variabilité entre la croissance des
différentes souches étudiées, avec par exemple une OD600 de 0,651 + 0,139 pour GA-072 apres
16 heures (correspondant approximativement a 6,51 x 108 CFU/mL) et une OD600 de 0,268 +
0,024 pour le GA-422 aprés 16 heures (correspondant approximativement a 2,68 x 108
CFU/mL). De méme, il s'avére qu'au sein d'une méme souche on peut observer une certaine
variabilité de croissance entre réplicats biologiques, comme le suggérent les souches GA-490

et GA-750.

2- Formation de biofilm des souches cliniques étudiées

Par la suite, nous avons voulu sélectionner les souches qui présenteraient les caractéristiques
recherchées pour chaque expérience. Nous avons commencé par évaluer la capacité de nos

souches a former un biofilm en 24 heures.

Compte tenu de la variabilité des souches observées au préalable lors des tests de croissance
ainsi que de leur phénotype observé sur gélose, nous avons décidé d'étendre le nombre de
souches étudiées pour maximiser les chances d'avoir des souches qui produisent une quantité
intéressante de biofilm et étre plus susceptibles d'observer une modification de cette production
apres traitement. On remarque dans un premier temps une grande variabilité de la capacité de

production de biofilm entre les différentes souches (Fig 11).
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Figure 11: Evaluation de la formation du biofilm des souches d'intérét

La capacité des différentes souches a former un biofilm a été évaluée par une coloration au cristal violet a 0,1 %. La OD550 a été mesurée aprés 24 heures de

croissance et les valeurs correspondent & la moyenne des réplicats biologiques (n=3) + SEM.
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PAOL1 est une souche de laboratoire de référence utilisée lors des études de biofilm et servira
donc de réference pour attester de la capacité intéressante des souches cliniques a former un
biofilm. Nous remarquons qu'un grand nombre de souches semblent produire tres peu ou pas
de biofilm, mais que certaines souches semblent produire une plus grande quantité de biofilm
que PAO1 (0,316 = 0,009), comme la souche 11 (0,668 + 0,191), 17 (1,504 + 0,197) (Fig. 10),

60 (0,961 + 0,075) ou encore GA-294 (2,120 + 0,280).

A la suite de cette expérience, et aprés avoir considéré les données de croissance observées et
les phénotypes observés en laboratoire, nous avons décidé de retenir la souche de laboratoire
PAO1 comme réeférence pour nos prochains tests de biofilm, en raison de la qualité de sa
documentation dans la littérature et sa meilleure capacité a former un biofilm sur une surface
naive (88). Nous avons également retenu les souches cliniques GA-072, GA-294, GA-982, 11,

17, 41, 53 et 60 comme étant les souches produisant une quantité de biofilm intéressante.

3- Production de Pyocyanine des souches cliniques étudiées

Suivant le méme processus, nous avons ensuite tenté d'évaluer la production de PYO de nos
souches, également dans le but de ne sélectionner que les souches qui pourraient présenter un
intérét pour I'étude des facteurs de virulence. Aprés 16 heures, la PYO produite a été extraite

du milieu de culture.

Nous avons de nouveau observé de grandes différences entre les souches. Concernant les

souches de laboratoire, nous observons que PA14 semble produire des concentrations élevées

de PYO (38,18 * 3,69 pg/mL) (Fig. 12) en comparaison a PAOL. On note que certaines souches
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semblent se démarquer avec une concentration en pyocyanine trés élevee dans le milieu de

culture, notamment les souches 19 (72,41 = 0,73 pg/mL) et GA-294 (73,10 £ 0,612 pg/mL).

Suite a ce dosage, et compte tenu du phénotype observé au laboratoire sur gelose, nous avons
décide de sélectionner les souches PA14 comme souche de laboratoire de référence, ainsi que
les souches cliniques GA-065, GA-294, GA-982, 11, 17, 19, 20, 43, 53 et 66 pour les tests

d'évaluation de la production des facteurs de virulence.
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Figure 12: Production de pyocyanine des souches d'intérét

La capacité des souches a synthétiser la PYO a été évaluée par extraction au chloroforme du milieu de culture (TSB). La OD550 a été mesurée aprés 24 heures

de croissance et les valeurs correspondent a la moyenne des réplicats biologiques (n=3) £ SEM.
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B- Activité du NBA140 sur le biofilm de Pa

1- Activité du NBA140 sur la formation de biofilm

Aprés avoir sélectionné les souches d'intérét, I'étape suivante consistait a étudier NBA140 pour
ses impacts sur la formation (prévention) ou I'éradication (traitement) des biofilms produits par
nos souches. Pour commencer, nous nous sommes d'abord concentrés sur I'évaluation de
I'impact de NBA140 sur la formation de biofilm. Etant donné que les souches présentes des
capacités de formation de biofilm différentes, nous avons normalisé les valeurs par rapport a la

condition non traitée (0 uM) par souci de représentativité (Fig. 13).
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Figure 13: Formation de biofilm sous traitement avec NBA140

Les souches ont été traitées par des concentrations de NBA140 allant de 0 & 100 puM, et les résultats
relatifs sont présentés sous forme de rapports des moyennes du biofilm formé par rapport a la condition
non traitée (0 uM) (n = 3) = SEM. En raison d'irrégularités dans la croissance et le comportement de la
souche GA-072, nous avons décidé de la retirer du lot de souches a tester pour ce test. Les données ont
été analysées a l'aide du test de Kruskal-Wallis suivi du test de comparaisons multiples de Dunn car
certaines souches n'ont pas montré de distribution normale. Aucune différence significative n'a été

rencontrée.
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On n'observe aucune tendance a un impact du composé sur la capacité des souches étudiées a
former un biofilm et I'analyse statistique ne révéle aucune différence significative entre les
différentes concentrations de traitement. La seule souche pour laquelle on aurait pu noter une
tendance visuelle apparente vers une diminution en présence de concentrations croissantes de
composé était 11 (0,797 + 0,312 a 25 pg/mL ; 0,653 £ 0,239 a 75 pg/mL) (Fig. 13) mais elle

n’est statistiquement pas significative.

2- Activité du NBA140 sur un biofilm préformé

Par la suite, nous avons administré du NBA140 pendant 24 heures sur un biofilm lui-méme
préformé pendant 24 heures, en association avec différentes concentrations de colistine (CLS).
L'objectif était multiple, nous cherchions a comparer les différentes concentrations de
traitement entre elles et étions également curieux de savoir si I'ajout de NBA140 pouvait
améliorer l'efficacité de CLS. Cependant, nous n'observons a nouveau aucune différence

significative entre ces différents parametres.
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Figure 14: Test d'éradication du biofilm aprés traitement avec NBA140 et/ou colistine (CLS)

Apres 24h de croissance, le surnageant contenant les bactéries planctoniques a été éliminé et le biofilm

a été traité avec des concentrations de NBA140 allant de 0 a 767,92 uM, en combinaison avec 42,5 ou

64,5 pg/mL de colistine (CLS). Les résultats sont présentés sous forme de rapports des moyennes du

biofilm formé par rapport a la condition non traitée (0 uM de NBA140) (n = 3) + SEM. Les données ont

été analysées a l'aide d'une analyse ANOVA a deux facteurs, suivie du test de comparaison multiple de

Tukey. L'impact de I'augmentation de la concentration de NBA140 a été comparé entre chacune des

trois conditions antibiotiques (0, 42,5 et 64,5 pug/mL) et chaque condition a également été comparée a

celle non traitée (NBA140 a 0 uM). Aucune différence significative n'a été trouvee.
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En revanche, pour certaines souches, nous avons noté une tendance apparente a l'augmentation
de la production de biofilm apres traitement avec des concentrations élevées de NBA140 seul
(Fig. 14). Cela semble étre le cas pour PAOL (jusqu'a 1,666 + 0,752 a 767,92 uM NBA140),
GA-072 (2,791 + 0,892 & 546 UM NBA140), 53 (1,6533 + 0,148 & 767,92 M NBA140) et 60

(2,250 £ 0,294 & 767,92 UM NBA140) mais sans étre statistiquement significative.

De plus, il semble que la CLS seul soit capable de détruire le biofilm préexistant sans exposition
au NBA140 pour les souches GA-294 (0,162 + 0,028 et 0,138 + 0,014 a 42,5 et 64,5 pg/mL de
CLS, respectivement) et 11 (0,135 + 0,028 et 0,120 + 0,031 a 42,5 et 64,5 pg/mL de CLS,
respectivement). De méme, nous semblons observer une tendance a un effet dose-dépendant de
CLS pour les souches PAO1, 17 et 60, confirmant la sensibilité des souches au CLS mais aussi

sa capacité a pénétrer et dégrader le biofilm par elle-méme.

Enfin, on note une tendance visuelle a un effet du NBA140 sur I'efficacité du CLS pour la
souche 60. En effet, une diminution progressive de la formation de biofilm est observée pour
les deux doses de CLS jusqu'a une concentration de NBA140 de 68,25 pM, aprés quoi
I'éradication du biofilm semble étre également efficace, mais la encore I'analyse statistique n'a
montré aucune significativité (1,178 + 0,152 et 0,759 * 0,094 a respectivement 42,5 et 64,5
pug/mL de CLS sans NBA140 versus 0,328 + 0,074 et 0,390 + 0,035 a respectivement 42,5 et

64,5 ug/mL de CLS avec 68,25 uM NBA140).

Cette tendance apparente a été observée en PAOL pour une concentration de NBA140 de 767,92

UM, ce qui semble amener l'association avec 42,5 ou 64,5 pg/mL de CLS a un niveau

d'efficacité comparable (0,684 + 0,309 et 0,270 + 0,078 a 42,5 et 42,5 et 64,5 pg/mL de CLS
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sans NBA140 versus 0,421 + 0,175 et 0,437 = 0,277 a 42,5 et 64,5 pg/mL de CLS

respectivement avec 767,92 uM de NBA140).

C- Activité du NBA2456 sur la production de facteurs de virulence

1- Activité du NBA2456 la production de Pyocyanine

Apres avoir traité nos souches pendant 16 heures avec des concentrations de NBA2456 allant

de 0 a4 100 puM, nous avons extrait et quantifié le PYO du milieu de culture (Fig. 15).
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Figure 15: Production de pyocyanine aprés traitement avec NBA2456

Les souches ont été traitées pendant 16 heures a des concentrations de NBA2456 allant de 0 a 100 uM,

et les résultats relatifs présentés sont les rapports des moyennes de la concentration de PYO produite
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par rapport a la condition non traitée (0 uM) (n = 3) + SEM. Les données ont été analysées a l'aide du
test de Kruskal-Wallis suivi du test de comparaisons multiples de Dunn car certaines souches n'ont pas

montré de distribution normale. Aucune signification statistique n'a été trouvée.

Ici encore, I'analyse statistique n'a révéle aucune différence significative entre les différentes
concentrations testées pour chaque souche. Cependant, nous notons qu'une tendance a une
réduction dose-dépendante de la production de PYO semble se manifester pour certaines
souches, comme pour GA-065 (0,393 + 0,211 a 100 uM), 19 (0,523 + 0,228 & 50 uM) et 66

(0,377 £ 0,145 a 50 uM), ce qui nécessiterait d'autres répétitions pour confirmer.

2- Activité du NBA2456 sur ’activité de la protéase [V

Suivant les mémes bases que pour le dosage de PYO, nous avons soumis les souches étudiées
a un traitement au NBA2456, et exposé le milieu de culture a un substrat de la protéase 1V,
’acétate de N-(p-Tosyl)-Gly-Pro-Lys-p-nitroanilide, pour pouvoir approximer son niveau de

présence dans l'environnement a travers son activite.
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Figure 16: Activité de la protéase IV apres traitement avec NBA2456

Aucune significativité statistique n'a été trouvée.

Les souches ont été traitées pendant 16 heures a des concentrations de NBA2456 allant de 0 & 100 uM,
et l'activité de la protéase IV a été mesurée en exposant du milieu de culture au sel d'acétate de N-(p-
Tosyl)-Gly-Pro-Lys-p-nitroanilide pendant 30 minutes. Les résultats présentés sont des moyennes de
chaque point de temps OD405 nm (n=3 ; n=2 pour PA14) £ SEM. Les données ont été analysées a I'aide

d'une analyse ANOVA a deux facteurs suivie du test post-hoc de comparaison multiple de Tukey.
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Nous n'avions aucune donnée préalable sur la production de protéase IV par les souches
sélectionnées. On peut observer pour certaines souches une superposition de signaux « plats »,
suggérant que le substrat n'ait pas été dégradé et que ces souches produisent peu (ou pas) de

protéase IV (Fig. 16). Ceci a été observé pour les souches GA-065, GA-982, 19, 43 et 66.

En revanche, on remarque que PA14 et les autres isolats cliniques partagent un profil d'activité
enzymatique caractéristique avec une premiere phase exponentielle correspondant a la
consommation de substrat et une phase de plateau correspondant a l'arrét de la réaction
enzymatique, attestant soit de la consommation totale de substrat ou de la déplétion
enzymatique. Ensuite, on remarque que les valeurs maximales obtenues pour les souches ayant
produit la protéase IV, PA14 (0,461 + 0,057), GA-294 (0,468 + 0,027), 11 (0,467 £ 0,011), 17
(0,468 £ 0,022), 20 (0,462 £+ 0,017), 53 (0,489 * 0,025) (Fig 16), semblent étre dans la méme

fourchette, suggérant plutdt I'hypothése d'une consommation totale de substrat.

De plus, I'analyse statistique n'a pas révélé de différence significative entre les différentes
concentrations pour chaque point de temps, ce qui semble en accord avec la superposition des
courbes observeées et qui suggere que NBA2456 n'ait aucun effet sur la production de protéase

V.
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V- Discussion

Ce projet portait sur la composante infectieuse de la mucoviscidose. Nous avons pu tester
I'activité de deux agents sur une potentielle activité anti-virulente de Pseudomonas aeruginosa.
Certaines des souches cliniques étudiées ici faisaient partie de différents projets de notre
laboratoire depuis un certain temps et certaines données étaient disponibles sur la chronicité de
I'infection ou la résistance aux antibiotiques. Cependant, nous n‘avions pas cette information
pour le deuxieme lot de souches ajoutées apres les tests de profil de croissance bactérienne
(nommeées souches 1-68). Connaitre ce type de parametre aurait pu permettre d'émettre plus de
corrélations avec le comportement observé des souches et potentiellement améliorer la

prévisibilité du comportement en fonction de la chronicité de I'infection.

La réalisation de ce projet tout en étant externe a Neem Biotech Ltd a créé quelques contraintes.
Premierement, pour des raisons de confidentialité, aucune information ne nous avait été
communiquée sur le mécanisme d'action connu ou supposé de chaque compose. De méme, nous
ne connaissions pas les propriétés générales, la structure ou encore les caractéristiques
physicochimiques de ces composés. Ces parametres sont tres importants en pharmacologie pour
aider a optimiser les designs expérimentaux et connaitre ces informations en amont aurait pu
nous aider a mieux anticiper et prédire certains effets. De plus, chacun des composés n'était
disponible qu'en trés petite quantité et nous était livré par petites quantités (de 1’ordre du
milligramme) au besoin, ce qui nous obligeait a travailler sur des échantillons de trés petite
taille et limitait le nombre d'expériences réalisées. De plus, les résultats préliminaires qu'ils ont
obtenus sur des souches de laboratoire ne nous ont pas été partagés, et aucun article n'a encore
été publié concernant ces composés, ce qui aurait été trés intéressant et aurait permis de vérifier

la reproductibilité des expériences entre différents laboratoires et différentes souches de Pa.
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Ceci est d'autant plus marquant que les souches de laboratoire avec lesquelles nous avons
travaillé, PAO1 et PA14, n'ont montré aucune réponse significative aux composes testés alors

que nous savons que PAOL1 était I'une des souches qu'ils avaient testées dans leur laboratoire.

D'un point de vue expérimental, il a été compliqué d'obtenir une cohérence dans les différentes
expériences tout au long du projet en raison de la grande variabilité des profils de croissance
des souches comme mentionné précédemment. Ces différences de croissance impactent en
consequence la quantité de facteurs de virulence produits et disponibles dans le milieu, ce qui

consomme du temps et conduit a la répétition des expériences un grand nombre de fois.

Parmi les facteurs de virulence étudiés, nous avons accordé une importance particuliere a PYO,
dont de plus en plus de mécanismes de virulence sont élucidés in vivo (89). Par ailleurs, les
recherches s'accélérent pour développer des méthodes de diagnostic précoce des infections de
la sphere respiratoire, et PYO s'avere étre I'un des marqueurs ciblés dans le diagnostic.
S'agissant d'un métabolite spécifique de Pa, sa détection permettrait non seulement de
diagnostiquer une infection a Pa mais aussi d'établir un critére de virulence de la souche

infectant le patient (90).

Concernant I'évaluation de la production de PYO de nos souches clinigues, nous nous sommes
appuyeés sur un protocole fourni par Neem Biotech Ltd, qui semble étre une méthodologie de
référence pour la quantification du PYO produit, combinant une extraction au chloroforme
suivie d'une analyse spectroscopique (91). Nous notons que les 3 souches sélectionnées pour ce
test appartenant au premier lot d'isolats cliniques (GA-065, GA-294 et GA-982) sont toutes
issues d'infections chroniques. Les souches d'infections aigués de ce lot ne semblent pas

produire de PYO ou trés peu. Bien que la chronicité de I'infection & Pa soit souvent corrélée a
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la formation de biofilm, et que la littérature ne documente pas de lien spécifique entre PYO et
la chronicité de l'infection, il serait intéressant de connaitre la chronicité de l'infection des
souches issues du deuxiéme lot (1 a 68), afin de recouper ces observations et formuler des

hypotheses quant a une éventuelle corrélation.

Bien que ce test n'ait pas révélé de différence significative dans la production de PYO aprés
traitement avec NBA2456, nous avons observé graphiquement une tendance a une diminution
dose-dépendante de la production de PYO pour les souches GA-065, 19 et 66. Compte tenu du
faible nombre de réplicats biologiques (n =3), il pourrait étre intéressant de répéter cette
expérience sur ces 3 souches pour confirmer cette tendance et approfondir le mécanisme

d'action dans le cas ou NBA2456 s'avérerait efficace sur celles-ci.

Comme mentionné précédemment, PYO peut étre produite et activée via différentes voies, et
apres 16 heures de traitement, les souches sont dans une période de densité bactérienne
maximale, ce qui augmente les chances d'interaction cellule a cellule par QS. Cependant,
plusieurs signaux QS sont responsables d'une activation de la production de PYO, c'est le cas
de PQS et BHL, qui s'autorégulent également entre eux. Nous supposons donc que voir une
inhibition de la production de PYO impliquerait également une inhibition de ces deux signaux
QS, ce qui ne semble pas étre le cas. Suivant ce méme raisonnement, il est possible que méme
si NBA2456 avait inhibé une voie de biosynthése PYO, les souches Pa aient contourné cette

inhibition en utilisant une autre voie de biosynthese (63).

Suivant une méthodologie similaire a la quantification de PYO, nous avons mesuré I'activité du
PIV produit aprés traitement avec NBA2456, en nous appuyant également sur un protocole

fourni par Neem Biotech Ltd, consistant a exposer le surnageant de culture contenant le PIV a
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un substrat (acétate de N-(p- Tosyl)-Gly-Pro-Lys-p-nitroanilide). Bien que la PIV seule soit
encore tres peu investiguée en recherche, les publications trouvées soutiennent également la

méthode que nous avons utilisée (46).

Concernant l'activité de PIV, nous avons également pu observer que NBA2456 n'exercgait
aucune modification significative de I'activité PIV sur la gamme de concentration testée (0 a
100 uM), suggérant une activité PIV comparable entre chaque condition. Cependant, quelques
commentaires doivent étre émis concernant la configuration de I'expérience. En effet, bien que
les cinétiques observées pour certaines souches suggérent une activité de PIV, nous ne
disposons pas de témoin positif permettant d'attester que I'activité observée est uniquement due
a la presence de PIV ni méme d'évaluer le niveau d'efficacité de PIV. Malheureusement, il n'y
a actuellement aucune PIV synthétique disponible sur le marché, et la seule fagcon de I'obtenir
est de la purifier nous-mémes, comme décrit par Engel et al. Une autre suggestion serait de
tester le PIV en présence d'un inhibiteur pour vérifier la spécificité de l'interaction enzyme-
substrat. En revanche, il n'existe pas d'inhibiteur spécifique de PIV mais la N-p-tosyl-L-
chlorométhyl cétone (90184, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) a été décrite comme
permettant une perte totale d'activité du PIV et pourrait donc étre intéressante (46). Enfin, pour
approcher le comportement de PIV chez I'nomme de maniére plus représentative, il aurait
probablement été plus pertinent de mesurer l'activité enzymatique a 37°C plutdt qu'a 30°C

comme le suggérent Caballero et al (92).

Enfin, il est probable que les conditions expérimentales n'aient pas permis de constater une
inhibition. Si une inhibition n'est pas totale, elle peut étre partielle, auquel cas on s'attendrait a
une réduction de la production de PIV plus gu'a une inhibition compléte. Comme mentionné

lors de l'interprétation des résultats, le fait que I'activité maximale mesurée soit similaire pour
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les souches ayant produit du P1V, nous estimons que tout le substrat a été consommeé, suggérant
que le milieu réactionnel contient encore une quantité d'enzyme qui n'a pas réagi. Il aurait été
pertinent d'augmenter la quantité de substrat jusqu'a ce qu'il soit administré en exces pour étre
certain d'avoir consommeé la totalité de PIV présente dans le milieu réactionnel et par

consequent tirer une conclusion plus représentative de la réalité (93).

Ces deux facteurs de virulence n'ont été mesures qu'apres traitement avec NBA2456 seul, et
aucun effet significatif n'a été observé. Il semble que les protocoles mis en place n'aient pas
permis de montrer une quelconque efficacité de ce composé pour réduire la production de ces

facteurs de virulence pour des doses de 0 a 100 pM.

Dans une seconde partie du projet, nous avons pu constater que les isolats cliniques avaient tous
des capacités différentes a former un biofilm. Pour mesurer la quantité de biofilm formé, nous
avons utilisé la méthode de coloration au cristal violet, qui est une technique largement utilisée
pour mesurer la formation de biofilm par les bactéries (94). Nous souhaitions initialement
administrer NBA140 en prophylaxie lors de la culture de bactéries pour évaluer I'intérét
potentiel du composé dans la prévention de la formation de biofilm. Cependant, nous avons
constaté que NBA140 n'inhibait pas la formation de biofilm sur la gamme de concentration

testée (0 a 100 uM).

Par la suite, nous avons testé des concentrations plus élevées de NBA140 allant de 0 a 767,92
UM sur des biofilms préformés par nos souches cliniques, pour compenser au mieux les
phénomenes de la tolérance liée au biofilm et augmenter les chances de pénétration du composé.
Cette administration a été dans certains cas associée a celle de la colistine a forte concentration

(pour les mémes raisons), a 42,5 ou 64,5 pg/mL. L'idée n'était pas seulement de voir si le
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NBAZ140 pouvait perturber le biofilm formé, mais aussi d'étudier un effet synergique potentiel

du NBA140 et du CLS.

Parmi les souches du premier lot sélectionnées pour les dosages de biofilm, on retrouve les
souches d'infections chroniques GA-294 et GA-982, ainsi que GA-072, issues d'une infection
aigué. Ces trois souches sont connues pour étre sensibles a CLS a des concentrations inférieures
a4 pg/mL, et les résultats obtenus dans ce test traduisent une augmentation de la résistance aux
antibiotiques des souches se développant dans un biofilm (59). En effet, si le biofilm de GA-
294 semblait étre inhibé par la présence de fortes concentrations de CLS, cette tendance est
moins prononcée pour les souches GA-072 et GA-982, si on compare a la condition non traitée.
Enfin, nous avions observé une tendance apparente de I'application de NBA140 a faible
concentration a potentialiser I'effet du CLS dans la souche 60, mais sans significativité
statistique. Il serait intéressant de répéter I'expérience afin d'augmenter la taille de I'échantillon

et de vérifier cette tendance.

Le choix d'analyser I'impact de NBA140 sur un biofilm préformé par coloration au cristal violet
a été fait afin d'étre cohérent dans les méthodes expérimentales utilisées. Cependant, si cette
méthode semble intéressante pour mesurer la formation de biofilm pendant une période donnée,
le traitement du biofilm introduit certaines variabilités expérimentales. En effet, aprés la
formation du biofilm, le milieu de culture contenant la pousse planctonique est retiré par
retournement mais n'est pas rincé, afin de limiter les risques de contamination par d'autres
pathogénes voire de contamination croisée entre puits. Un nombre variable de bactéries en
croissance planctonique peut donc persister dans chaque condition et contribuer a la formation

d'un nouveau biofilm.
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Neem Biotech Ltd a suggéré d'utiliser une autre méthode pour étudier I'éradication du biofilm.
En effet, des inoculateurs de biofilm MBEC (minimum biofilm eradication concentration)
Assay® (Innovotech, Edmonton, AB, Canada) ont été développés et consistent en la
combinaison d'une plaque de 96 puits et d'un couvercle auquel sont accrochés des pyramides
de pegs (glycanes). Ce seront les points d'attache et de croissance du biofilm, ce qui permettra
de le transférer intégralement directement sur une nouvelle plaque contenant les différents
traitements a tester (95). Une étude protéomique sur PAOL de type sauvage a montré que les
réponses bactériennes et la formation de biofilms sont spécifiques au matériau servant de
support (96). De ce fait, il serait possible d'observer des différences entre la capacité de base de
nos souches a former un biofilm via cette méthode, notre méthode de formation de biofilm sur

matrice plastique et cette méthode utilisant des pyramides de pegs.

Il est difficile de prédire quelle concentration de composé ou d'antibiotique peut réussir a
pénétrer le biofilm, sachant qu'il existe des biofilms plus ou moins robustes, et qu'au sein d'un

biofilm on trouve des bactéries avec différents niveaux de tolérance aux xénobiotiques (97,98).

Enfin, les observations de ces résultats sont interprétées pour un faible nombre de répétitions
biologiques (n=3), réduisant la puissance de l'analyse et augmentant la marge d'erreur des
résultats (99). Cependant, bien que la répétition des expériences apporte plus de puissance
statistique et une meilleure fiabilité des résultats, les quelques tendances observées avec des
effets intéressants ne représentent qu'une infime partie des conditions testées dans ce projet. Il
est trés peu probable, au vu des résultats présentés, que des effets significatifs des composés
soient observés pour la plupart des souches si I'on répete ces expériences plusieurs fois. Dans
le contexte ou un objectif majeur est de réduire les quantités d'antibiotiques administrées au

patient, administrer a un patient un composé qui n'agirait que sur certaines souches ne présente
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pas d'intérét majeur et ne devrait pas passer de nombreuses étapes dans les phases de

développement clinique.
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VI-  Conclusion et perspectives

Bien que la mucoviscidose soit une maladie monogénique, ses manifestations cliniques sont
tres variables d'un patient a l'autre. Pour cause, les différentes mutations possibles du géne
CFTR affectent differemment le liquide de surface des voies respiratoires, ce qui crée un
contexte inflammatoire et augmente le risque d'implantation et prolifération bactériennes. Le
principal agent d'infection est le pathogéne opportuniste Pseudomonas aeruginosa. Les travaux
menés au cours de ce projet ont permis dans un premier temps de mettre en évidence la grande
variabilité des isolats de Pseudomonas aeruginosa infectant les patients atteints de
mucoviscidose a travers la caractérisation d'une quarantaine d'isolats provenant de différents
patients et niveaux de chronicité de I'infection. Ce phénomeéne est un élément clé dans la prise
en charge du volet infectieux de la maladie. L'étude réalisée nous a permis de conclure que le
NBAZ140 n'était pas efficace sur la capacité a inhiber la formation de biofilm ou a éradiquer un
biofilm préexistant et que le NBA2456 n'était pas efficace pour réduire la production de
pyocyanine pour des intervalles de concentration imposés par Neem. Nous avons pu suggérer
des améliorations concernant I'évaluation de I'activité enzymatique de la protéase IV apres
traitement avec NBA2456 et suggérer une autre méthode pour étudier I'impact des composés
sur le biofilm préformé. Ces données ont été présentées a Neem Biotech Ltd. et des essais de
contréle de qualité des composés qui nous ont été envoyés ainsi que de leurs différents lots vont
étre vont étre réalisés au cours de I’année 2023, afin de n’attribuer ces résultats non concluants
qu’a la non-efficacité des composés. En paralléle, nous allons leur transmettre des échantillons
de nos souches de laboratoire PAOL et PA14, pour qu’ils puissent tenter de reproduire leurs
résultats préliminairement obtenus. Il est en effet possible d’observer une certaine variabilité
entre différents isolats d’une méme souche bactérienne. Par la suite, notre équipe poursuivra et

terminera les travaux par I'évaluation de lI'impact de NBA2456 et NBA134 sur un biofilm
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préexistant sur la base de nos travaux sur NBA140. Nous rediscuterons ensemble plus en détail
ces résultats dans leur globalité afin que Neem Biotech Ltd. puisse poursuivre les travaux et
ainsi optimiser la recherche de nouveaux candidats-medicaments & activité antivirulente chez

Pseudomonas.
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