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Résumé

Helicobacter pylori est une bactérie a Gram négatif qui colonise plus de 50% de la population
humaine. Cette bactérie est 'un des pathogeénes les plus présents dans la population et la
colonisation se fait dans I'enfance et I'adolescence. H. pylori est responsable de l'apparition de
maladies gastriques chez I'humain comme des ulceres gastriques, mais aussi des cancers gastriques.
Plusieurs mécanismes contribuent aux maladies gastriques dont une infection chronique a long
terme ainsi que des facteurs de virulence comme le systéme de sécrétion de type 4 (SST4). Le SST4
forme une seringue protéique utilisée par la bactérie pour injecter la protéine CagA dans les cellules
humaines. Cette protéine a été la premicre protéine bactérienne classifiée comme une oncoprotéine
par sa capacite a interférer et modifier de nombreuses fonctions et signaux métaboliques des
cellules épithéliales gastriques. Afin d'éradiquer Helicobacter, une antibiothérapie est utilisée,
cependant depuis les 10 dernieres années plus de 50% des bactéries isolées de patients ont été
identifiés comme étant porteuses de résistances contre aux moins un antibiotique de premiére ligne.
L’utilisation de petites molécules organiques capables d'interférer avec les facteurs de virulence est
une alternative intéressante a la thérapie aux antibiotiques. L'utilisation de ces molécules possede
des avantages dont la faible pression de sélection de résistance parce qu’elles n’impactent pas des

fonctions vitales des bactéries.

Le SST4 de H. pylori est composé de nombreuses protéines essentielles qui pourraient étre de
potentielles cibles pour des molécules inhibitrices. Nous avons choisi la cible Caga, une ATPase
homologue a VirB11 de Agrobacterium tumefaciens. Cette protéine est essentielle pour I’injection
de CagA. Précédemment, notre laboratoire a identifi¢ une petite molécule nommée 1G2 qui était
capable d’interagir avec Cago et de diminuer I’induction de I’interleukine 8 produit par les cellules
gastriques lors de ’infection par des souches de H. pylori possédant un SST4 fonctionnel. A partir
d’une structure cristallographique de Caga liée a 1G2 et nous avons créé des protéines Cago avec
des mutations aux site de liaison de 1G2. En utilisant la fluorimétrie différentielle a balayage (DSF)
nous avons pu identifier les acides aminés qui contribuent a la liaison de 1G2 (K41, R73 et F39).
Basé sur cette information nous avons utilisé la chimie médicinale pour créer une librairie de
molécules dérivées de 1G2 dans le but d’identifier des inhibiteurs plus puissants. Aprés avoir
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¢liminé les molécules ayant un effet toxique sur les cellules gastriques et H. pylori, nous avons
sélectionné cinq molécules (1313, 1338, 2886, 2889 et 2902) qui inhibent la production d’IL-8 plus
que 1G2 dans notre modele d’infection cellulaire. Nous avons montré par DSF que les molécules
interagissent toujours avec Caga et 1338, 2889 et 2902 sont des inhibiteurs plus puissants de son
activité d’ATPase. Avec le modele d’infection, nous avons déterminé que les cinq molécules
n’affectent par la présence de CagA dans le lysat de I’infection. Cependant, nous avons observé
par microscopie électronique a balayage que le SST4 pilus n’était pas présent en présence des
inhibiteurs. En plus, nous avons testé les effets de 1G2 sur des souches de H. pylori résistantes, a
un ou plusieurs antibiotiques de premicre ligne, isolées de biopsie gastriques de patients. Comme
dans le cas de la bactérie modeéle de laboratoire, nous avons observé une diminution de I’induction
des IL-8 lors de I’infection ainsi qu’une inhibition de la formation du SST4 pilus. Nous avons aussi
identifié que le géne de la protéine Caga d’une des bactéries résistantes a 1G2 (souche #3822) porte

un remplacement de R73 a K ce qui pourrait expliquer la résistance a 1G2.

Pour conclure, nous avons dans cette étude caractérisé le site de liaison de 1G2 a Cago et nous

avons identifié des molécules qui sont plus puissantes comme inhibiteurs que 1G2.

Mots clé : Helicobacter pylori, cagPAl, Caga, VirB11, ATPase, anti-virulence, systéme de
sécrétion de type IV, pili, inhibiteurs



Abstract

Helicobacter pylori is a Gram-negative bacterium that colonizes more than 50% of the human
population. This bacterium is one of the most common pathogens in the population and
colonization occurs in childhood and adolescence. H. pylori is implicated in the manifestation of
gastric diseases in humans such as gastric ulcers and also gastric cancer. Several mechanisms are
involved in the formation of gastric diseases including long-term chronic infection as well as
virulence factors such as the type 4 secretion system (T4SS). The T4SS forms a protein syringe
used by the bacteria to inject the protein CagA into mammalian cells. This protein is the first
bacterial protein classified as an oncoprotein by its ability to interact with numerous metabolic
functions of gastric epithelial cells. To eradicate Helicobacter, antibiotic therapy is used, but for
the last 10 years more than 50% of the bacteria isolated from patients have been identified as
carrying resistance against at least one first-line antibiotic. The use of small molecules capable of
interfering with virulence factors is being studied as an alternative to antibiotic therapy. The use of
these molecules has many advantages, and they may cause lower selection pressure for resistance

than antibiotics.

The H. pylori T4SS is composed of many essential proteins that could be potential targets for
inhibitory molecules. We chose the target Caga, an ATPase homologous to the model VirB11 from
Agrobacterium tumefaciens. This protein is essential for the injection of CagA. Previously, our
laboratory identified a small molecule coined 1G2 that interacts with Cago and decreases the
induction of interleukin-8 produced by gastric cells upon infection with H. pylori strains with
functional T4SS. Based on a crystallographic study of Caga bound to 1G2, we created Caga
proteins with mutations at the 1G2 binding site. Using differential scanning fluorimetry, we
identified amino acids that contribute to 1G2 binding (K41, R73 and F39). Based on these
observations, we used medicinal chemistry to create a library of molecules derived from 1G2 to
create more potent inhibitors. After eliminating the molecules with a toxic effect on gastric cells
and H. pylori growth, we selected five molecules with stronger effects than 1G2 on IL8 induction
in our cell infection model (1313, 1338, 2886, 2889 and 2902). We observed by DSF that the
molecules interact with Cago and 1338, 2889 and 2902 are stronger inhibitors of the ATPase
7



activity than 1G2. With our infection model, we determined that the five molecules do not affect
the presence of CagA. However, by scanning electron microscopy we observed that the T4SS pilus
was not present. In addition to the tests on a laboratory model bacterium, we evaluated 1G2 on
resistant strains of H. pylori isolated from gastric biopsy from patients. Similar to the laboratory
model bacterium, 1G2 decreased IL-8 induction and inhibited T4SS pilus formation. We have also
identified that strain #3822 that is resistant to 1G2 carries a R73 to K mutation in the Caga gene,

which could explain the 1G2 resistance.

To conclude, we have here characterized the 1G2 binding site on Caga and we created inhibitors

that are more potent than 1G2.

Keywords: Helicobacter pylori, cagPAl, Caga, VirB11, ATPase, anti-virulence, type IV secretion

system, pili, inhibitors



Abréviations

Helicobacter pylori: H. pylori

MCPs: methyl-accepeting chemotaxis proteins
VacA: vacuolating cytotoxin A

Lymphocytes T : LT

Lymphocytes B : LB

Systéme de sécrétion du type 4 : SST4

ADN: acide désoxyribonucléique

cag: cytotoxin-associated gene

cagPALl: cytotoxin-associated gene pathogenicity island
Motif EPIYA: motif Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala

Crk: CT10 regulator of kinase

PI3K: phosphoinositide 3-kinase

MAPK: mitogen-activated protein kinases
ATP: Adénosine triphosphate

ATPase : Adénosine triphosphate hydrolase
LPS : lipopolysaccharide

IL-1B : interleukine-1 béta

TNF-a : facteur de nécrose tumorale alpha
IL-8 : interleukine-8

ROS : reactive oxygen species



RNS : reactive nitrogen species

COX-2 : cyclooxygenase-2

iINOS : inducible nitric oxide synthase

IPP : inhibiteurs de la pompe a protons

C : clarithromycine

A : amoxicilline

M : métronidazole

T : tétracycline

PME : protéines de la membrane externe

PCR : polymerase chain reaction, réaction en chaine par polymérase

SEM : scanning electron microscopy, microscopie €lectronique a balayage
DSF : differential scanning fluorimetry, Fluorimétrie différentielle a balayage
F : phénylalanine

K: lysine

R: arginine

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

Cryo-EM: cryo electron microscopy

Cryo-TEM: cryo transmission electron microscopy

DMF: Dimethylformamide

LCMS: liquid chromatography mass spectrometry

Cryo-TEM : microscopie électronique en transmission cryogénique
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I. Introduction

A. Helicobacter pylori

1.  Une bactérie isolée de biopsies gastriques

Pendant des siecles, il était largement considéré que I’estomac était stérile di a sa forte acidité.
Cependant, dans les années 80, Warren et Marshall, ont réussi a isoler une bactérie a partir de
biopsies gastriques. Cette bactérie appelée Helicobacter pylori, a été identifiée comme étant
capable de coloniser I'estomac de fagon durable. Warren et Marshall ont aussi démontré que H.
pylori était impliquée dans I'apparition d'ulcéres gastriques (1). Aujourd'hui, H. pylori est reconnue
pour son implication dans I’apparition des maladies gastriques séveéres comme les ulcéres, mais

aussi différents types cancers gastriques (2).

Depuis sa découverte, H. pylori a été caractérisée comme étant une bactérie a Gram négative faisant
partie du phylum des Proteobacteria, de la classe des Epsilonproteobacteria, de 1’ordre des
Campylobacterales, de la famille des Helicobacteraceae et du genre Helicobacter. H. pylori
posséde une forme hélicoidale d'environ 4 micrometres de longueur (figure 1 A) présentant quatre

flagelles au pole lui permettant de pénétrer le mucus gastrique grace a sa forme hélicoidale.
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Cellules Gastrique

H. pylori [Cag+]

+ (4h d'infection)
- 3 ;

Figure 1 : Morphologie et image de microscopie de Helicobacter pylori.

A) Image de microscopie €lectronique a balayage de la souche sauvage de laboratoire de H. pylori
26695, B) image de microscopie confocale de cellules gastriques humaines (AGS) avant et apres
infection avec la souche 26695, C) Image de microscopie électronique a balayage de cellules AGS

infectées par la souche 26695, les cagSST4 pili sont est indiqués par des fleches blanches

ii.  Une bactérie responsable d’une inflammation chronique de I’estomac

Malgré sa capacité a résister au systéme immunitaire de 1’hote, H. pylori induit une inflammation
des tissus gastriques, qui devient chronique si I’infection n’est pas traitée. Au début de ’infection,
I’immunité innée est activée avec la prolifération des neutrophiles, macrophages et cellules
dendritiques apres la reconnaissance de lipopolysaccharide (LPS) et des flagelles de H. pylori.
Dans le méme temps, des cytokines pro-inflammatoires telles que ’interleukine-1 béta (IL-1p), le
facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-o) et l'interleukine-8 (IL-8) sont sécrétées. Apres
I’activation de la réponse immunitaire innée, la réponse adaptative est déclenchée. La production
des cellules spécifiques comme les lymphocytes B (LB) et T (LT) qui vont reconnaitre
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spécifiquement H. pylori se met en place ainsi que la production d’anticorps qui reconnaissent les
protéines de la surface de H. pylori, CagA ou encore les flagellines (3—6). Malgré les différents
mécanismes immunitaires mis en place par les cellules hotes, H. pylori a pu s’adapter et créer des
mécanismes d’échappement au systéme immunitaire. Par exemple, H. pylori est capable de
modifier ses récepteurs membranaires, comme les lipides A des LPS, afin qu’ils ne soient pas
reconnus par les anticorps (7-9). Cette capacité a échapper au systéme immunitaire entraine une

constante inflammation des tissus gastriques générant une inflammation chronique.

ui.  H. pylori est impliqué dans les maladies gastriques séveres

a. Les maladies gastriques communes causées par Helicobacter pylori

La colonisation par H. pylori induit une inflammation chronique chez les individus. Il est
maintenant bien établi qu’une inflammation chronique sur le long terme peut aboutir au
développement de cancer (10). La colonisation de 1’estomac par H. pylori conduit au
développement de gastrites asymptomatiques ou symptomatiques. Il s’agit d’une inflammation des

tissus gastriques causant un inconfort notable jusqu’a des vomissements et saignements (11).

La gastrite peut se développer en ulcére gastrique dont 1’origine est un affaiblissement de la
protection de la paroi gastrique. Cela entraine une plus forte sensibilité aux acides gastriques
générant des dommages et 1ésions des tissus (12). Dans les cas les plus graves, I’infection par H.

pylori est impliqué dans 1’apparition de cancers gastriques.

b. L’implication de H. pylori dans I’apparition du cancer de [’estomac

En Amérique du Nord, la prévalence de H. pylori est plus faible qu’en Asie de I’Est et les cas de
cancer de I’estomac sont aussi moins courants (13). Cependant, le cancer de I’estomac est le 3¢me
cancer le plus mortel, en raison d’un diagnostic le plus souvent tardif (14—16). L’infection a H.
pylori méne a une inflammation chronique qui sur le long terme et endommage séverement de la

muqueuse gastrique.
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Un des effets d’une inflammation chronique est 1’induction de dommages de I’ADN. En effet,
I’infection par H. pylori induit la production de ROS (reactive oxygen species) et RNS (reactive
nitrogen species) engendrant un stress oxydatif dans les cellules gastriques. Une expression
excessive ainsi qu’une exposition prolongée des cellules aux ROS et RNS lors de I’infection a H.
pylori, est connu pour provoquer des cassures de I’ADN, des modifications de bases ou encore des
réticulations de I’ADN (17,18). Lors de la réponse immunitaire adaptative, des cytokines pro-
inflammatoires sont produites. L’induction des cytokines pro-inflammatoires a aussi un effet
négatif sur ’ADN car leur activation entraine également la production d’enzymes capables
d’endommager I’ADN comme les COX-2 (cyclooxygenase-2) ou encore les iNOS (inducible nitric

oxide synthase) (5,18).

En plus de I’inflammation chronique induite par H. pylori, I’implication des facteurs de virulence
joue un role majeur dans 1’évolution des gastrites. CagA interagit avec de nombreuses voies
métaboliques entrainant une désorganisation des cellules épithéliales gastriques (19,20), déclenche
une dépolarisation des cellules épithéliales, la perte de 1’adhésion entre cellules, une augmentation
de leur mobilité ainsi qu’une régulation de 1’apoptose. Tous ces mécanismes entrainent une
prolifération incontrdlée des cellules épithéliales, créant des tumeurs qui peuvent évoluer en cancer

(7,21).

1iv.  Une bactérie capable de coloniser ’estomac de 1’hote

H. pylori utilise de nombreux mécanismes afin de coloniser l'estomac et de s’établir de fagon
durable. H. pylori posséde un grand nombre de facteurs de virulence utilisés a différents stades de

I’infection et encore aujourd’hui de nouveaux facteurs de virulence sont caractérisés (figure 2).

L’une des premieres étapes de 'infection a H. pylori est 1’échappement a 1’acidité des sucs
gastriques. En effet, H. pylori, n’étant pas une bactérie acidophile, doit échapper a l'acidité de
I'estomac afin de pouvoir s’installer. H. pylori utilise un systéme complexe de chimiotaxie
impliquant de nombreux récepteurs et autres protéines. Ces systémes permettent a H. pylori de
détecter I’acidité du milieu et d’y échapper en activant son systéeme de mobilité via ses flagelles.
Les facteurs majeurs reconnus sont ’histidine Kinase CheA, le régulateur de réponse CheY ainsi

que les MCPs (methyl-accepting chemotaxis proteins) qui sont des détecteurs de stimuli chimiques.
14



H. pylori possede aussi des récepteurs capables d’identifier le pH d’un milieu comme TlpB qui
interagit avec CheA permettant la régulation de la chaine de chimiotaxie et induisant la mobilité

de H. pylori afin d’échapper au milieu acide (22-26).

L’un des autres systémes majeurs connu chez H. pylori pour échapper a I’acidité du milieu est le
systéme de production d’urée. Il s’agit d’un systéme crucial pour la survie de H. pylori impliquant
la neutralisation du milieu acidique pour la production d’ammonium via la métabolisation de ’urée
(24,27-31). L’uréase est utilisée par H. pylori pour neutraliser I’acidit¢ du milieu. Pour cela,
I’uréase hydrolyse 1’urée gastrique, en utilisant le nickel comme cofacteur, en ammonium. La
neutralisation de 1’acidité du milieu gastrique aide H. pylori a naviguer jusqu’au mucus gastrique
et les cellules gastriques entre lesquelles H. pylori peut s’installer. Ce systeéme de 1’uréase est

essentiel pour I’installation durable de H. pylori dans I’estomac (32).

Une fois que H. pylori a atteint les cellules gastriques, elle doit s’établir durablement. H. pylori
emploie plusieurs systémes de toxines afin de créer des ouvertures entre les cellules épithéliales
gastriques (29,33). Une toxine particulieérement étudiée est une toxine polyvalente aux multiples
fonctions : VacA (Vacuolating cytotoxin A). VacA, une fois internalisée dans les cellules, forme
des vacuoles notamment dans des organites comme des endosomes, les lysosomes et encore les
mitochondries. VacA possede un effet cytotoxique sur les cellules, mais induit aussi une altération
des membranes cellulaires, altére des voies de signalisation cellulaire et surtout induit I’apoptose
des cellules infectées. VacA est aussi impliquée dans 1’échappement du systéme immunitaire de
I’hote. En effet, VacA est capable d’inhiber la prolifération des lymphocytes T (LT) en interférant
avec l’intégrit¢ des endosomes ce qui, une fois internalisée dans les LT, interfére avec

I’environnement acide et la maturation des endosomes (34-37).

Enfin, chez toutes les espéces bactériennes, on retrouve 1I’implication des LPS. Chez H. pylori, les
LPS jouent un role crucial dans ’adhérences aux cellules gastriques ainsi que dans 1’induction de
I’inflammation. Les LPS sont exprimé a la surface des bactéries favorisant les intéractions avec les
récepteurs présents a la surface des cellules épithéliales gastriques. Les LPS de H. pylori ont la
capacité de reconnaitre et de se lier spécifiquement a I'antigéne Lewis b. Les antigénes Lewis sont

de glycoprotéines présentes a la surface des cellules humaines y compris les cellules épithéliales
15



gastriques et font partie du systéme de groupes sanguins humains. Ces antigeénes sont divisés en

deux principaux : Lewis a (Lea) et Lewis b (Leb). Les LPS sont aussi impliqués dans la réponse

immunitaire innée chez I’hdte. Ils sont reconnus par les récepteurs tels que le récepteur Toll-like 4

(TLR4) et activent la voie de signalisation inflammatoire, déclenchant la libération de cytokines

pro-inflammatoires telles que I'interleukine-1 (IL-1), l'interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose

tumorale alpha (TNF-a). Afin de continuer a persister dans 1’estomac, H. pylori a développé des

mécanismes de régulation des LPS régulant ainsi la réponse immunitaire. Un exemple de

mécanisme d’échappement est la variabilité¢ de I’antigéne O. Cet antigéne posséde une structure

trés diversifiée et porte un antigéne de Lewis. La présence de 1’antigéne de Lewis permet a la

bactérie d’imiter la surface protéique des cellules de 1’hote et d’ainsi échapper au systéme

immunitaire (38—43).

Helicobacter pylori

1

Colonisation

Adhesion : Flagelles,
HopQ, QipA, SabA, BabA

Installation et persistence

VacA

T4S8S : CagA

Response immunitaire (plusieurs facteurs
de virulence dont les LPS, Cag protéines

et VacA)

Lipopolysaccharides
(LPS)

Vacuolisation

Prolifération cellulaire

Inflammation : Interleukines (1B, 8),
facteur de nécrose tumorale (TNF-a),
cytokines

Réponse immunitaire adaptative :
Lymphocyte (T, B),

Chemiotaxis : protéines
Tlp, proteins Che

— Urease systéme

Induction de I'apoptose

Destruction des
jonctions serrées

Contréle de I'apoptose

— Dépolarisation cellulaire

Modulation de la réponse immunitaire :
inhibition de la production des LB et
cellules dendritiques

Echappement a la réponse immunitaire :
formation de niche, modulation de la
réponse immunitaire via différents
facteurs de virulence comme CagA et
VacA

Figure 2 : Principales étapes de ’infection a Helicobacter pylori avec les facteurs de virulence

majeurs associés ainsi que les principales réponses immunitaires
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Résumé des différents facteurs de virulence majeurs de H. pylori et leurs fonctions lors de

I’infection ainsi que les différentes réponses immunitaires induites par 1’ infection.

v. Le systéme de sécrétion de type 4 : une seringue impliquée dans la translocation

d’une oncoprotéine bactériale

Le systéme de sécrétion du type 4 (SST4) est un systéme protéique complexe présent chez de
nombreuses bactéries. Ce systéme permet la sécrétion de protéines ou d’ADN dans le cytoplasme
des cellules cibles. Le modéle original pour le SST4 provient de la bactérie Agrobacterium
tumefaciens responsable de 1’apparition de tumeurs chez les plantes. La figure 3 présente les
diversités retrouvées dans la structure des SST4. Les SST4 portés par le plasmide pKM101 isolé
chez Klebsiella pneumoniae et F isolé chez Escherichia coli, H. pylori et L. pneumophila sont
décrits en utilisant la microscopie électronique en transmission cryogénique (cryo-TEM). La
structure du SST4 différe selon les espéces, il peut étre trés simple avec peu de composants
(minimised ou minimaliste) ou étre trés complexe (expanded ou étendu), mais il est toujours
compos¢ de trois parties : un pilus, une partie intermembranaire appelée le cceur et une partie
cytoplasmique composée de la machinerie énergétique et de protéines de translocation (figures 3

et 4)(44-46).
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Figure 3 : Comparaison de la structure en cryo-TEM de différents SST4 décrite dans la

publication de Sheedlo et al, 2022.
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Différentes structures de SST4 trouvées dans différentes especes bactériennes par cryo-TEM. Différentes
vues sont montrées : « top view » de dessus relative a la membrane externe ; « bottom view » du bas relative
a la membrane interne. IL, couche interne ; IM, membrane interne ; IMC, complexe de membrane interne ;
M, milieu ; O, extérieur ; OL, couche externe ; OM, membrane externe ; OMC, capuchon & membrane

externe ; PR, anneau périplasmique » (46)

Chez H. pylori, le SST4 est codé par un ilot de pathogénicité¢ cagPAl (cytotoxin-associated gene
pathogenicity island). Le cagPAl comprend 28 a 30 genes cag (cytotoxin-associated gene) qui
codent pour des protéines qui font partie du cagSST4. Le cagSST4 effectue ’injection de la

premiere oncoprotéine bactérienne caractérisée, CagA (19,47,48).

CagA est une protéine de 120-150kDa transloquée dans les cellules épithéliales gastriques apres
I’attachement de H. pylori. Une fois dans le cytoplasme, CagA interagit avec de nombreuses voies
métaboliques induisant des changements drastiques chez les cellules infectées. CagA possede une
séquence répétée en C-terminal : EPIYA (Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala). Ces motifs EPIYA sont associés
a la capacité de CagA d'interférer avec les voies de signalisation cellulaires dans les cellules hotes.
Le motif EPIYA est phosphorylé sur la tyrosine par les kinases Src et Abl. Il existe a ce jour 4
types de motif EPIYA retrouvés dans différentes régions géographiques, caractériser par 1’acide
aminé suivant directement le motif. Nous trouvons dans les pays occidentaux les motifs EPIYA-
A, EPIYA-B et EPIYA-C alors qu’en Asie de I’Est, ce sont les motifs EPIYA-A, EPIYA-B et
EPIYA-D qui prédominent. Il y a aussi une a plusieurs copies du motif EPIYA-C, ce qui impacte
le niveau de phosphorylation de CagA et son intéraction avec les protéines des cellules hotes. 11 a
¢té démontré que la présence des motifs EPIYA-C et D était associée a un plus grand risque de
développer des maladies gastriques séveres (19,49-51). Une fois phosphorylée, CagA perturbe de
nombreuses voies métaboliques. Par exemple, CagA réarrange le cytosquelette en interagissant
avec la protéine adaptatrice Crk (CT10 regulator of kinase) qui est impliquée dans la voie de
signalisation de 1’adhésion, la mobilité et la prolifération cellulaire. CagA interagit aussi avec les
voies des E-cadherin/B-catenin, les phosphoinositide 3-kinase (PI3K) /Akt, et les mitogen-activated

protein kinases (MAPK). Toutes ces interactions induisent de nombreuses modifications du
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métabolisme cellulaire. CagA est aussi impliquée dans la régulation de 1’apoptose cellulaire, ainsi
que la polarité et la sécrétion d’acide gastrique. Enfin, CagA active également 1’¢longation ainsi
que la mobilité cellulaire (19,46,52—54). Un phénotype typique d’une cellule infectée par H. pylori,
associ¢ a CagA, est I’¢longation de la cellule. Il s’agit d’un phénotype appelé Hummingbird par sa

similarité avec le bec du colibri (figure 1 B) (55,56).

Afin d’énergiser ce grand complexe protéique qu’est le cagSST4, des ATPases sont nécessaires.
Parmi les ATPasess du cagSST4 se trouve 1’ATPase Caga, un homologue a I’ATPase modéle
VirB11 d’A4. tumefaciens. Caga est une protéine hexamerique localisée au niveau de la membrane
interne de la bactérie. Les protéines homologues a VirB11 sont trés bien caractérisées et Caga est

essentielle a I’assemblage et a la fonction du cagSST4 (figure 4) (57-60).
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Figure 4 : Schéma simplifié de la structure du cagT4SS et de la cible Caga
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A) Schéma simplifié de la structure du cagSST4 dans I’enveloppe de cellules bactériennes, cagPilus
:CagC,H, I, LetY ;complexe coeur : CagH, M, N, T, U, V, W, X, Y et & ; ATPases : CagE, B et
Caga (violet) ; Substrat : CagA. B) Structure cristallographique de I’ATPase Caga basée sur la
publication de Yeo ef al, 2001, (https://doi.org/10.2210/pdb1G60/pdb). ME : membrane externe; PG :

peptidoglycane ; MI : membrane interne

B. Campagne d’éradication de H. pylori

1.  Prévalence de H. pylori dans le monde

Le mécanisme de transmission d’H. pylori n'est pas bien compris et plusieurs voies semblent étre
impliquées. Tout d'abord, H. pylori est une bactérie communautaire dont la transmission est
effectuée par la voie orale-fécale (61,62). La colonisation s'effectuerait dans l'enfance ou
'adolescence d'un individu et différe selon 1’ethnicité et les zones géographiques. Un exemple
frappant de la colonisation par H. pylori est 1ié a la différence de prévalence qu'on trouve dans les
pays de I'Asie de I’Est comparée aux pays d'Amérique du Nord. En effet, en Amérique du Nord, la
prévalence de H. pylori est d'environ 50% tandis que chez les individus de I'Asie de I’Est la
colonisation peut atteindre les 90% (13,63,64). Cette différence pourrait étre expliquée par
différents facteurs comme des facteurs génétiques, le statut socio€économique, environnemental ou

encore la densité de population (65).

ii.  Hypothése de la bactérie commensale

Il est intéressant de noter qu’H. pylori semble coexister avec 1'espece humaine depuis plusieurs
millénaires, comme en témoigne l'identification récente d’un génome tres similaire aux souches de
H. pylori sur une momie agée de plus de 5000 ans. Cette observation n’est pas un cas isolé puisque
d’autres recherches ont montrées des observations similaires. Ces différentes observations ont
conduit a I'hypothése que H. pylori pourrait faire partie intégrale du microbiome humain (66).
Malgré sa forte présence dans la population humaine, seulement un faible pourcentage d'individus
colonisés par H. pylori vont, au cours de leur vie, développer une maladie gastrique sévere (67,68).
Une observation importante de ces derniéres années concerne la diversité de souches variantes

retrouvées chez H. pylori. En effet, il a été observé que 1’association entre 1’origine géographique
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du variant de H. pylori et de son hdte peut influencer grandement le risque de développer des
maladies gastriques. Une étude sur plusieurs décennies de populations isolées en Colombie a
montré que le risque de développer une maladie gastrique est plus faible si les variants de H. pylori

correspondaient a la méme région géographique que son hote (2,69-72).

En plus de la variation génétique des souches de H. pylori, un autre facteur important a prendre en
compte est la composition du microbiome gastrique de I’hdte. Plusieurs études sur le microbiome
gastrique ont pu étre réalisées. Toutefois, I'obtention d'échantillons provenant d'individus sains
représente un défi majeur, car la méthode la plus appropriée pour obtenir une idée précise de la
composition du microbiome gastrique est d'étudier des cultures issues de biopsies gastriques, ce
qui n'est pas une procédure anodine. Par conséquence, la collecte de données a long terme en vue
d'établir une base de données sur les variations du microbiote demeure complexe. Par ailleurs,
I'obtention de données fiables est complexe en raison de la nature de I'estomac en tant que lieu de
transit pour de nombreuses especes microbiennes, qu'il s'agisse de bactéries, de virus ou de
champignons provenant de I'environnement. Néanmoins, les données récoltées apportent un début
de réponse par rapport quant a la composition du microbiome gastrique. Il a ét€¢ observé par
exemple, que H. pylori a un effet sur la composition du microbiome gastrique quand on compare
individu colonisés et non colonisés (73,74). En effet, chez un individu non colonisé par H. pylori,
on observe majoritairement des bactéries bénéfiques comme des Lactobacillus qui promeuvent une
balance digestive et supportent le systeme immunitaire ; des Bifidobacterium qui réduisent
I’inflammation et supportent une bonne digestion ; des Streptococcus qui produisent, entre autres,
des acides lactiques ; des Prevotella qui permettent la dissociation des carbohydrates ainsi que des
Faecalibacterium qui posseédent des caractéristiques anti-inflammatoires et produisent des acides
gras bénéfiques pour la santé gastrique (74—80). En comparaison, chez un individu colonisé par H.
pylori, on observe une prolifération des Proteobacteria, des Fusobacterium, des Enterococcus ou
encore des Campylobacter. Ces phyla sont associés a une augmentation de 1’inflammation
gastrique et sont mis en cause dans 1’apparition de maladies gastriques. Il est important de noter
que ces données reflétent I’ensemble du systéme gastrique comprenant plusieurs compartiments

avec des conditions de milieux différents. Par exemple, les Campylobacter, qui sont plus associées
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au microbiome intestinal, pourraient plus étre localisées au niveau du duodénum qui est a la limite

entre ’estomac et les intestins (74-81).

1ii.  Traitement d’éradication de H. pylori

Pour limiter la propagation de H. pylori dans les communautés et traiter les cas graves de gastrite
associée a cette bactérie, une campagne d'éradication a été¢ mise en place. En Amérique du Nord,
la premicre ligne de traitement consiste en une quadrithérapie utilisant des antibiotiques a spectre
large avec des compléments comme des inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) ainsi que des sels
de bismuth. Cette thérapie inclut la clarithromycine (C), un antibiotique macrolide a spectre large
qui cible la synthese protéique ; I’amoxicilline (A), une pénicilline a spectre large inhibant la
synthése du peptidoglycane ; le métronidazole (M), un antibiotique de type nitroimidazole qui est
spécifique aux bactéries anaérobiques et parasites protozoaires; et enfin la tétracycline (T), un

antibiotique a spectre large qui cible la synthese protéique (82—88).

En complément des antibiotiques, des inhibiteurs de pompes a proton (IPPs) sont utilisés pour
inhiber I’activité des pompes a proton gastriques et ainsi réduire 1’acidité de 1’estomac et améliorer
I’efficacité des antibiotiques. Des sels de bismuth sont aussi inclus dans les thérapies et leur
fonction n’est pas bien comprise. Cependant il a été démontré que les sels de bismuth possédent de
nombreuses activités comme des effets anti-inflammatoires ou encore offrent une protection contre

la cytotoxicité cellulaire (89,90).

Habituellement, la thérapie de premiére ligne est composée des IPPs ainsi que de la combinaison
de C et A ou M. La durée de la thérapie peut varier selon les antibiotiques utilisés, mais se situe
habituellement entre 10 et 14 jours (87). Dans le cas d’une modification de la thérapie, le patient
peut recevoir jusqu’a 21 jours de thérapie entrainant dans le méme temps une forte pression de

sélection de résistances (tableau 1).
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Administr

Antibiotiques Famille ; fonction ; Spectre ; mécanisme d'inhibition et de résistance ation Utilisation Références
Macrolide ; bactériostatique
Large
Interaction avec le peptide synthase de la sous-unité 23S du
. . ribosome
Clarithromycine Mutation sur la région V de la peptide synthase, systéme de Pompes © (84.91-94)
a efflux, I'expression des protéines de la membrane externe OMPs,
HopT (adhésive), OMP31 (porines), and HofC (protéine de surface)
est augmentée
Semi synthétique pénicilline ; bactéricide
Large
Amoxicilline Attacl‘lement au .pénicilline binding protein (PBPs) empéchant la o (85,95-97)
synthése du peptidoglycane
Mutation sur les PBPs, production de B-lactamase, mutation des Premicre
porines et pompes a efflux (HopB, HopC, HefA, HefC, et HofH) ligne
Nitroimidazole ; bactéricide ;
Bactéries anaérobiques et parasite protozoaire
Production de nitro anion radicaux, de dérivé des nitroso, et (83.98—
Meétronidazole | d’hydroxylamine via la nitro réductase, ces chaines de réaction | O oulV 1 62)
cause la destruction de I’hélice de I’ADN
Mutation sur le gene RdxA codant pour la nitroreductase oxygene
sensible NADPH, OMPs, hp1165 and HefA
Cycline ; bactériostatique
Large OouPou
Tétracycline Inhibition de la synthése protéique en se liant a 1'animoacyl-ARNt L (103-1006)
du ribosome
Mutation ponctuelle sur I’ARN 16S et pompe a proton
Rifampicine ; Bactéricide
Gram-positive et antituberculeux
Rifamycine Inhibe 1'and dépendantes ARN polymérase o (107)
Mutation ponctuelle au niveau de I'and-dépendante ARN
polymérase
Cycline ; bactériostatique
Large OouPou
Doxycycline Inhibition de la synthése protéique en se liant a I'animoacyl-ARNt L S d (108)
. econde
du ribosome ligne
Mutation ponctuelle sur I’ARN 16S et pompe a proton
Nitroimidazole ; bactéricide
Ornidazole Bactéries anaérobiques et parasite protozoaire
Production de nitro anion radicaux, de dérivé des nitroso, et
d’hydroxylamine via la nitro réductase, ces chaines de réaction | OoulV (109,110)
cause la destruction de I’hélice de I’ADN
Tinidazole

Mutation sur le gene RdxA codant pour la nitroreductase oxygene
sensible NADPH, OMPs, hp1165 and HefA

Tableau 1 : Récapitulatif des antibiotiques majeurs utilisés contre ’infection a Helicobacter

pylori, O : oral ; IV : intraveineux ; P : parentéral ; L : local.
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1iv.  Resistance aux antibiotiques : un probléme global

L’antibiothérapie contre H. pylori exerce une forte pression de sélection de résistance (tableau 1).
En effet, I'utilisation d'antibiotiques a spectre large sur une longue période peut induire une pression
de sélection sur la bactérie ciblée, mais aussi sur le microbiome humain. Un aspect a considérer
chez H. pylori est sa capacité a acquérir facilement du matériel génétique dans son environnement
(111-114). En effet, H. pylori est naturellement transformable, lui permettant d’acquérir de ’ADN
dans son environnement, facilitant I’acquisition de résistances dans un milieu soumis a une forte
pression de sélection, de plus H. pylori est capable de transférer du matériel génétique via
conjugaison (115-118). Un exemple de résistance est celle contre le métronidazole ou H. pylori
perd la fonction de plusieurs génes impliqués dans la métabolisation du métronidazole qui perd
donc son efficacité (99). On retrouve comme résistance acquise la mutation sur le ribosome pour
contrer les effets de la clarithromycine. Depuis la derniére décennie, plus de 50% des souches
isolées de patients présentaient au moins une résistance contre les antibiotiques de premiére ligne.
Les différents mécanismes de transfert de matériel génétique, que ce soit horizontal ou vertical,
amenent une grande capacité d’adaptation de H. pylori causant un probléeme majeur pour le
traitement des patients, mais aussi entrainent une prolifération des résistances dans les

communautés (113,119-121).

C. Nouvelles approches pour les traitements des infections a H. pylori

Avec la montée de la résistance aux antibiotiques de H. pylori, de nouvelles voies thérapeutiques

sont en cours d’étude (122,123).

i.  Développement de vaccins

En raison de sa prévalence élevée dans la population humaine, il semble judicieux de considérer la
vaccination systématique contre H. pylori (124). De nombreuses études sont en cours mais aucun
vaccin n’a encore été mis sur le marché. Parmi les cibles envisagées pour la vaccination, on trouve
les protéines de la membrane externe (PME). Les PME sont des protéines exprimées a la surface
de H. pylori qui sont impliquées dans I’adhésion aux cellules épithéliales. Leur accessibilité en fait
des cibles potentielles pour un vaccin. Cependant, H. pylori exprime plusieurs types de PME en

fonction des souches, et la variabilité génétique de celles-ci rend 1’élaboration d’un vaccin universel
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peu faisable. D’autres cibles potentielles envisagées seraient |’uréase ainsi que CagA, mais 1’uréase
n’est pas spécifique a H. pylori et CagA n’est pas présent chez toutes les souches de H. pylori.
L’¢laboration de vaccins semble pour le moment trés limitée, les variabilités génétiques et la
disponibilité de la cible, vu que H. pylori colonise en profondeur les tissus gastriques, sont des

facteurs limitants majeurs (119,124-131).

ii.  L’utilisation des phages

Une autre option pour combattre les infections bactériennes est 1’utilisation des phages. La
phagothérapie est étudiée depuis des décennies, mais n’a jamais vraiment été mise en place a
grande échelle a cause de nombreux obstacles liés a 1’application clinique et de la dominance de
I’utilisation des antibiotiques (132,133). Malgré tout, I’utilisation des phages présente de nombreux
avantages par rapport aux antibiotiques. Par exemple, contrairement aux antibiotiques, 1’action des
phages est généralement spécifique a 1’espece, diminuant le risque d’effets indésirables sur le
microbiome humain. Il existe plusieurs bactériophages ciblant H. pylori et ceux-ci pourraient étre
utilisés en thérapie, en principe (134,135). Par exemple, au Portugal, on retrouve le phage lytique
HPyIR isol¢ d’une souche de H. pylori provenant d’un patient. Ce phage a démontré sa capacité a
interagir avec un grand nombre de souches provenant de biopsies chez différents patients (134).
D’autres phages lytiques ont été isolés chez des patients, cependant a ce jour peu d’étude sur leur
possible utilisation en clinique n’ont été élaboré (135). On retrouve plusieurs limites pour
’utilisation des phages en thérapie. En effet, pour obtenir des résultats probants, il faudrait traiter
chaque patient individuellement en fonction de la souche de H. pylori impliquée, de I’évaluation
de la colonisation (stade d’infection) ou encore des dommages déja causés au niveau de la
muqueuse gastrique (134-138). Ces différents critéres rendent 1’utilisation de phagothérapie
compliquée a mettre en place de fagon routiniere en milieu hospitalier. De plus, 1’utilisation de
phages en thérapie reste a étre définie dans les réglementations des médicaments et aura aussi un
colit non négligeable a cause de son application personnalisée pour chaque patient. En complément,
comme pour les antibiotiques, les bactéries ont la capacité de développer des résistances contre les
bactériophages, comme par exemple un changement de 1a cible induisant une perte d’affinité (139—
141).
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1i.  Recherche de nouvelles sources de traitement via les remédes ancestraux

De nombreuses études de remedes ancestraux sont aussi en cours. La plupart de ces études se
concentrent sur le traitement des symptomes et non sur I’éradication de H. pylori. En plus, il est
reconnu que les remedes dits ancestraux possedent des composants antibiotiques. L’extraction de
ses composants reste encore aujourd’hui une piste ¢tudiée dans la communauté scientifique. Un
exemple de produit naturel identifi¢ comme efficace contre H. pylori est 1’allicine, un composant
extrait de 1’ail. L’allicine posséde des caractéristiques antibactériennes, mais aussi des effets anti-

inflammatoire et antioxydant (142—148).

D. Problématique de these.

De nouvelles idées pour lutter contre les infections bactériennes émergent de plus en plus dans la
communauté scientifique. Une voie a explorer est I’inhibition des facteurs de virulence des
bactéries. Ces facteurs sont importants pour I’infection de 1’hdte et on trouve typiquement des
facteurs de virulence spécifiques a chaque espece bactérienne. L’utilisation de molécules capables
d’inhiber des facteurs de virulence présente de nombreux avantages par rapport aux antibiotiques.
Tout d’abord, en ciblant un facteur de virulence spécifique a une bactérie, nous réduisons le spectre
d’action du traitement, diminuant ainsi I’impact sur le microbiome. De plus, en visant des fonctions
non essentielles a la survie bactérienne, le risque d’acquisition de résistance est restreint. Enfin, les
facteurs de virulence sont impliqués dans I’apparition de symptomes de la maladie, donc en ciblant
ceux-ci, les symptomes sont limités (149—159). Ces points soulignent les avantages par rapport au
traitement aux antibiotiques. En effet, les antibiotiques présentent le plus souvent un spectre
d’action large qui ne discrimine pas entre le pathogeéne et les bactéries du microbiome, causant
alors des dysbioses qui peuvent avoir des effets nocifs pour le patient. En plus, la pression de
sélection des antibiotiques engendre 1’apparition de résistances qui peuvent ensuite étre propagées

dans la communauté (160—163).

Dans notre laboratoire, nous nous intéressons aux SST4s, un systéme utilisé pour injecter des
protéines effectrices et/ou des molécules d’ADN. Chez Helicobacter pylori, ce systéme est utilisé
pour injecter une oncoprotéine, CagA, qui est capable de déréguler la croissance de cellules

¢épithéliales provoquant, dans certains cas, I’apparition de tumeurs malignes conduisant a un cancer
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de I’estomac(164). Le SST4 transporte aussi du peptidoglycane ou encore de I’ADN. Parmi les
protéines qui composent le SST4 de H. pylori, une ATPase, Caga a été bien caractérisée (58). Cette
protéine est essentielle pour le fonctionnement du SST4 et sa délétion entraine une perte de
I’injection de CagA dans les cellules épithéliales gastriques réduisant le risque de développer une
maladie gastrique sévere. Caga est donc une cible potentielle pour le design de molécules anti-

facteur de virulence.

L'inhibition des ATPases a fait I'objet d'études approfondies depuis plusieurs années. Cependant,
les progrés ont été limités jusqu'a présent en raison de l'absence d'observation du site de liaison
molécule/cible, rendant ainsi difficile 1'identification de la spécificité de la cible (165-170). De
plus, les ATPases ciblées sont le plus souvent utilisées pour des fonctions essentielles a la bactérie,
telles que la topoisomérase IV ou I’ADN Gyrase (165), ou ciblent des domaines trés conserves,
tels que les sous-unités de la F1Fo ATP synthase présentes chez de nombreuses especes (166,171).
Ces inhibitions présentent donc un risque accru d'acquisition de résistances et ne sont pas tres

spécifiques.

L'étude de l'inhibition des systémes de sécrétion est en cours, mais elle se concentre trés peu sur le
SST4. Des inhibiteurs ont été développés, par exemple, pour les systémes de sécrétion de type I1I,
et des approches ont été explorées pour les SST4, mais elles ne visent pas spécifiquement le
cagSST4 (172-175). L'étude de l'inhibition de Caga a déja été entreprise, mettant en évidence la
molécule CHIR-1 capable d'inhiber l'activit¢é ATPase de Caga. Cette molécule a démontré la
capacité de réduire I'induction des IL-8 et de diminuer la translocation de CagA dans les cellules

gastriques. Cependant, aucune mise a jour sur cette molécule n'a été effectuée depuis 2006 (169).

Précédemment, Arya et al, ont identifié¢ une petite molécule, 1G2, comme étant capable de se lier
a Caga sans entrer en compétition avec son substrat, I’ATP. La quantification de I’induction des
IL-8 dans des cellules humaines en contact avec H. pylori a montré que la présence de 1G2 réduit

I’induction d’environ 30-40%, montrant 1’inhibition du SST4 (176).

Dans mes travaux de thése, nous avons cherché a comprendre le mécanisme d’inhibition de 1G2

en créant des mutants du site de liaison de 1G2 sur Caga. De plus, nous avons créé une librairie de

28



petites molécules dérivées de 1G2 pour augmenter 1’efficacité de I’inhibition de Caga. Nous avons
aussi analysé le potentiel clinique de 1(G2 en testant son efficacité sur des souches issues de biopsies

gastriques résistantes aux antibiotiques de premicre ligne.

La combinaison d’une étude in vitro sur la cible purifiée avec le modele cellulaire d’infection nous
permettra de mieux appréhender le potentiel d’une nouvelle voie thérapeutique contre H. pylori.
Cette approche a le potentiel d’ouvrir les portes pour une application a plus grande échelle sur des

bactéries du microbiome connues pour leur potentiel opportuniste.
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II. Justification de la méthodologie

Afin d’étudier le potentiel des petites molécules inhibitrices, deux types d’approches ont été
utilisées. Pour comprendre les interactions entre la cible Caga et les molécules, des expériences in

vitro sur la cible purifiée ont été réalisées.

En parallé¢le, des tests sur des cellules gastriques humaines en culture ont été effectués afin

d’appréhender les effets sur le SST4 dans son ensemble.

A. Etude invitro

1.  Mutation dirigée et purification de protéines

A partir de la structure de ’intéraction entre Caga et 1G2 présentée dans le papier #2, le site de
liaison de 1G2 sur Caga a été identifié¢ (176). Des mutations dirigées sur un plasmide inductible
porteur du géne de Caga sauvage ont été réalisées. Pour chaque acide aminé impliqué au site de
liaison, le codon a été remplacé par le codon de ’alanine. Cette méthode nous a permis de produire
et purifier des protéines Caga mutantes afin de tester les affinités de nos molécules et de confirmer

le site de liaison de 1G2 et ses molécules dérivées.

1.  Fluorimétrie différentielle a balavage (Differential Scanning Fluorimetry :DSF)

La DSF permet d’observer les changements de conformation d’une protéine en déterminant la
température de fusion de celle-ci. Une interaction physique peut étre identifiée avec cette approche,
car la fixation d’'une molécule a une protéine change la conformation de celle-ci et donc change la
température de fusion de la protéine. En utilisant le DSF, nous pouvons déterminer si les molécules

interagissent avec notre cible.

1i.  Test de ’activité ATPase

Caga est une ATPase et la mesure de son activité lors de 1’ajout de molécules permet de connaitre
le type d’interaction entre celles-ci. Arya et al, ont déja caractérisé 1G2 comme étant une molécule
non-compétitrice avec le ligand de Caga, ’ATP (176). Ici, nous avons testé I’activité de Caga afin

de connalitre le niveau d’inhibition de 1’activité de nos molécules.
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B. Etudes sur modéle d’infection cellulaire

i.  Modéle d’infection cellulaire

L’utilisation de cellules gastriques humaines (AGS), qui sont une lignée cellulaire
d'adénocarcinome gastrique humain largement utilisée comme modele pour 1’é¢tude des cancers
gastriques et de I’infection a H. pylori, permet d’avoir un apercu de 1’effet des molécules sur les
tissus gastriques de I’estomac (177-180). La visualisation par microscopie (confocale et
¢électronique) ainsi que la réponse cellulaire peuvent étre analysées en utilisant ce modele. Les
cellules gastriques sont infectées par H. pylori pré-incubées avec les molécules. Le milieu de
culture de I’infection a été¢ utilisé pour quantifier I'induction des IL-8, le lysat de 1’infection
(cellules et bactéries) a été utilisé pour identifier la présence des protéines Cag, et en paralléle, un

duplicata des infections a été traité pour une visualisation en microscopie électronique.

ii.  Quantification des IL-8 par test ELISA

Lors de I’infection cellulaire, les cellules produisent des marqueurs d’inflammation, dont IL-8 qui
est spécifiquement induit par le SST4 et CagA (20,180,181). La quantification d’IL-8, dans le
milieu de culture, permet de d’identifier indirectement si le SST4 est fonctionnel et donc nous

indique le niveau d’efficacité de molécules inhibitrices.

1i.  Observation des protéines Cag par Western Blot

Afin de comprendre I’influence des molécules sur les protéines Cag, des western blots du lysat des
infections ont été réalisés. La présence de CagA total (dans les cellules gastriques et les bactéries)

et Caga a été observée en utilisant des anticorps spécifiques.

1iv.  Visualisation du SST4 par microscopie électronique

Afin de voir si I’inhibition de Caga affecte directement le SST4, 1a microscopie électronique a été
utilisée. Cette technique permet de visualiser directement les SST4 pili qui interagissent avec les

cellules et d’identifier I’effet global des inhibiteurs sur le SST4.
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i.  Abstract
Helicobacter pylori resistance to antibiotics is a growing problem and it increasingly leads to
treatment failure. While the bacterium is present worldwide, the severity of clinical outcomes is
highly dependent on the geographical origin and genetic characteristics of the strains. One of the
major virulence factors identified in H. pylori is the cag pathogenicity island (cagPAlI), which
encodes a type IV secretion system used to translocate effectors into human cells. Here, we
investigated the genetic variability of the cagPAl among 13 antibiotic-resistant H. pylori strains
that were isolated from patient biopsies in Québec. Seven of the clinical strains carried the cagPAlI,
but only four could be readily cultivated under laboratory conditions. We observed variability of
the sequences of CagA and CagL proteins that are encoded by the cagPAl. All clinical isolates
induce interleukin-8 secretion and morphological changes upon co-incubation with gastric cancer
cells and two of them produce extracellular T4SS pili. Finally, we demonstrate that molecule 1G2,
a small molecule inhibitor of the Caga protein from the model strain H. pylori 26695, reduces
interleukin-8 secretion in one of the clinical isolates. Co-incubation with 1G2 also inhibits the

assembly of T4SS pili, suggesting a mechanism for its action on T4SS function.

Keywords: Helicobacter pylori, cagPAl, CagA, Cagl, Caga, interleukin-8, antibiotic resistance,

anti-virulence
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ii.  Introduction
Helicobacter pylori is a human pathogen that colonizes the stomach of about half of the world’s
population. While the infection usually leads to asymptomatic gastritis, more severe outcomes such
as peptic ulceration and adenocarcinoma are observed in a subset of subjects (Covacci et al., 1999;
Cover and Blaser, 1999). Different treatment regimens have been established to eradicate the
infection, but due to increasing resistance to antibiotics, failure of H. pylori eradication therapy is
becoming a growing problem (Gatta et al., 2013). H. pylori strains that carry the cag pathogenicity
island (cagPAl), a 40 kb chromosomal region, and have potential to cause severe gastric diseases
(Hatakeyama, 2014; Yong et al., 2015; Cover, 2016). The cagPAl comprises 28-30 genes and
encodes a type IV-secretion system (T4SS), a macromolecular complex that spans across the
double membrane of the bacterium enabling the injection of effectors directly into host cells.
Several molecules are translocated through the H. pylori TASS such as the cytotoxin CagA,
bacterial peptidoglycan, chromosomal DNA and heptose-1,7-bisphosphate (HBP), a metabolic
precursor of lipopolysaccharide synthesis (Odenbreit, 2000; Viala ef al., 2004; Varga et al., 2016;
Gall ef al., 2017). While all these effectors are known to contribute to pro-inflammatory responses
in epithelial gastric cells via activation of the NF-«f} transcription factor, CagA is recognized as the

major virulence factor.

CagA is a 120-145 kDa protein encoded by the cagPAI that is associated with increased risk of
gastric cancer and is considered an oncoprotein (Hatakeyama, 2014; Cover, 2016). Following
bacterial attachment and CagA translocation into epithelial cells, CagA can interact with more than
25 host cell proteins, and it hijacks cellular signaling pathways. CagA induces actin-based
cytoskeletal rearrangements, cell motility and proliferation, it affects cell polarity, cell adhesion,
the cell cycle, the apoptosis pathway and it also induces inflammatory pathways (Tegtmeyer et al.,
2017). The interaction of CagA with some of its partners depends on its phosphorylation status.
Following its translocation, CagA undergoes phosphorylation by Src and Abl kinases on tyrosine
sites of the EPIYA (Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala) motifs that are present in its C-terminus (Selbach et al.,
2002; Hatakeyama and Higashi, 2005; Tammer et al., 2007; Backert et al., 2008). Based on the
flanking sequences, four specific EPIYA motifs have been described. The EPIYA-A, -B and -C
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motifs are usually found in H. pylori isolates from Western countries while EPIYA-A, -B and -D
are present in East Asian strains (Higashi et al., 2002). The EPIYA-C site occurs in different
numbers; it is typically present in one to three copies and these differences are directly related to
the levels of CagA tyrosine phosphorylation and binding to host proteins like SHP-2 (Src homology
2 phosphatase) (Higashi ef al., 2002). A larger number of EPIYA-C motifs and the presence of
EPIYA-D are associated with increased virulence and carcinogenicity (Hatakeyama and Higashi,
2005). In strains from Western countries it was observed that CagA can carry a specific A/T
polymorphism, called the EPIYT motif, which presents an alternative binding site for
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-kinase), influencing cancer risk (Zhang et al., 2015). In
addition, the C-terminal domain includes another repeated sequence motif that was originally
designated as the CagA multimerization (CM) motif enabling multimerization via this 16 amino-
acid region (Ren et al., 2006). Differences between five typical amino-acid residues enable the
distinction between Western and East Asian CagA CM motifs. Whereas Western species contain
multiple CM motifs located within each EPIY A-C region plus one distal to the last EPIYA-C, East
Asian CagA proteins comprise a single CM motif that is located distally to the EPIYA-D segment.

The injection of effectors into the host cell cytoplasm requires bacterial adhesion to the gastric
epithelium. CagL that locates at the tip of pilus-like structures (T4SS pili) is one of the cagPAl-
encoded proteins that contribute to this process. CagL binds to many host integrins, such as the
integrins a5B1, aVP3, aVPS, aVP6 and aVB8, notably via the conserved RGD (Arg-Gly-Asp)
motif (Kwok et al., 2007; Wiedemann et al., 2012; Barden and Niemann, 2015). Its binding to host
integrins can activate the NF-xf} pathway leading to the production of several pro-inflammatory
cytokines. It has been shown that several variations of the Cagl sequence are associated with
higher risk of gastric cancer, e.g. the CagL-YS5S8ES59 variant induces higher integrin aS5f31
expression levels and increases inflammation (Yeh ef al., 2011; Ogawa et al., 2017). Several other
variations at different amino acid residues (Thr30; Asn101; Alal41; Glul42; Asn201; I1e234) are
proposed to occur in higher rates in gastric cancer patients, but the mechanism on their contribution

requires further investigation (Ogawa ef al., 2017).
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In H. pylori, TASS pilus biogenesis and translocation of effectors are energized by three ATPases
(Fischer et al., 2002; Hilleringmann et al., 2006; Kutter et al., 2008; Jurik et al., 2010). Among
them, Caga is a VirB11-like ATPase. VirB11-like proteins are present in all T4SSs and they have
been extensively characterized (Krause et al., 2000; Yeo et al., 2000; Machén et al., 2002;
Savvides, 2003; Hare et al., 2007). Because of its importance for T4SS functions, Caga is a target
for T4SS inhibitors. We have previously identified the small molecule 1G2 that binds Cago and
reduces its ATPase activity in vitro (Arya et al., 2019). We also showed that 1G2 significantly
reduces the production of proinflammatory cytokines secreted by gastric adenocarcinoma (AGS)
cells in response to H. pylori infection, suggesting that it may have potential for development as an

anti-virulence drug that attenuates the pathogenicity of the pathogen (Arya et al., 2019).

Here, we describe the genetic and biochemical variability of antibiotic-resistant H. pylori strains
isolated from patient biopsies in Québec (Canada) and two H. pylori control strains. Seven of the
13 analyzed strains carry the cagPAl. We characterized the CagA EPIYA and CM motifs as well
as the amino-acid variations in the Cagl protein showing considerable variability. We also
analyzed the effects of co-cultivation with the H. pylori strains on IL-8 production, on cytoskeletal
changes in epithelial gastric cells and on the production of extracellular T4SS pili. Finally, we
demonstrated the effects of the 1G2 molecule on the strains suggesting that this molecule may have

potential for development as an anti-virulence treatment.
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1i.  Materials and Methods

a. Bacterial strains, cell lines and culture conditions

H. pylori strains 26695 (ATCC700392) and ATCC43504 were used as positive controls, and the
previously described (Fischer et al., 2002; Arya et al., 2019) AcagV (hp0530) mutant recreated in
our laboratory was used as a negative control. H. pylori strains that were isolated from biopsies of
13 patients at the CHUM (Centre Hospitalier de I’Université de Montréal, Québec, Canada) (Table
S1). All the strains were cultivated on Columbia agar base (BD) containing 10% (v/v) horse serum
(Wisent Inc.), 5% (v/v) laked horse Blood (Wisent Inc.) with B-cyclodextrin (2 mg/ml),
vancomycin (10 pg/ml) and amphotericin B (10 pg/ml). Chloramphenicol (34 pg/ml) was added
in case of the AcagV strain to select for the chloramphenicol (cam) gene cassette used to disrupt
the gene. For liquid cultures, brain heart infusion (BHI) media (Oxoid) was supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) and appropriate antibiotics. Bacteria were cultivated at 37°C in an
incubation container under microaerophilic conditions (5% oxygen, 10% CO2, GasPak™ EZ Gas
BD). AGS cells (CRL-1739) were grown at 37°C in F12K media (Wisent Inc.) with 10% (v/v) FBS

(Wisent Inc.) in a 5% CO»-containing atmosphere.

Antimicrobial susceptibility testing for H. pylori was done using metronidazole and clarithromycin
Etest strips. H. pylori clinical strains and control strain, cultured on blood agar plates, were
suspended in NaCl 0.45% 2 ml for a McFarland no. 2 standard, these suspensions were inoculated
on 5% sheep blood agar plates with sterile swabs. The plates on which Etest strips were added, one
strip by plate, were incubated at 37°C, in a microaerobic atmosphere (5% O2, 10% CO, and 85%
N») for 72 h. The minimal inhibitory concentration (MIC) was the one at the intersection of H.
pylori growth on the strip. The susceptible, intermediate and resistant criteria for clarithromycin
were those of CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) guidelines. The susceptible and
resistant criteria for metronidazole were those of EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) guidelines (Best et al., 2003; Wayne, 2016; eucast: Clinical breakpoints

and dosing of antibiotics, no date).
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b. Extraction of bacterial genomic DNA and analysis of the sequences

The extraction of bacterial genomic DNA was performed using the GenElute Bacterial Genomic
DNA kit (Sigma Aldrich), according to the instructions of the manufacturer and sequenced using
the Sanger sequencing on an ABI 3730 sequencer. The sequences has been analysed using the

SnapGene Viewer 5.3.2 and aligned using https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw (with protein

alignment default setting).

c. Infection of AGS cells with H. pylori strains

AGS cells cultivated at 7x105 cells/well density in 6-well plates were infected for 4h with H. pylori
at a multiplicity of infection (MOI) of 1:100. H pylori were first pre-incubated for 1h in F12K
media with 10% FBS with or without 1G2 at a concentration of 200 uM at 37°C in a 5% CO2»-

containing atmosphere.

d. Imaging the AGS cell “Hummingbird” phenotype by interference contrast microscopy

AGS cells cultivated at a density of 6x10° cells/well in 6-well plates were infected with overnight
cultures of H. pylori at a MOI of 100:1. After 4h of incubation under microaerophilic conditions,
the media was removed, and the wells were washed twice with cold PBS. AGS cells were fixed

with 2.5% glutaraldehyde and visualized with a Nikon Eclipse TE2000U microscope.

e. Analysis of IL-8 secretion by AGS cells

After 4h of infection, supernatants were sampled and centrifuged at 15,000 g to remove cells and
debris and frozen at -20°C. The level of IL-8 in cell culture supernatants was determined using a

Human IL-8 Uncoated ELISA kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific Inc.).

1. Sample preparation and western blotting

After 4h of infection, the cells were wash with phosphate-buffered saline (Wisent Inc.) and lysed
in RIPA Buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM sodium chloride, 1.0% Igepal CA-630 NP-40,
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0.5% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate), complemented with a protease inhibitor
cocktail for mammalian tissues (Sigma Aldrich) and a phosphatase inhibitor cocktail for tyrosine
protein phosphatases, acid and alkaline phosphatases (Sigma Aldrich). The cells were harvested,
incubated at 95°C for 5 min with SDS-PAGE sample buffer and centrifuged for 10 min at 10,000
rpm, followed by SDS-PAGE and western blotting. The production of proteins was assessed with
monoclonal mouse anti-Helicobacter pylori CagA (Cat.# 3HE70ccm, HP-1811cc, HyTest Ltd.)
and rabbit Cago antiserum (Abcam). The actin has been identified using the Antibody Anti-f-Actin
Antibody (C4): m-IgG Fc BP-HRP (Santa Cruz, sc-528515). The secondary antibodies (rabbit and
mouse) were purchased from Biorad and the HRP signal was developed using Clarity Western ECL

Substrate (Biorad).

g. Sample preparation and scanning electron microscopic analysis

AGS cells were cultivated on round cover glasses (Fisherbrand) at 6x10° cells/well density in 6-
well plates. The cells were infected with H pylori for 4h as explained above, washed with cold
phosphate buffer (PB 0.1 M), fixed in 4% paraformaldehyde/0.1% glutaraldehyde for 30 min at
4°C, followed by another wash in PB. The samples were then incubated in osmium tetroxide 4%
(0.1%) for 1 hour at 4°C, followed by washing with PB. The samples were then dehydrated using
a series of ethanol dilutions for 15 min each (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 100%),
followed by drying using critical point dryer using the Leica EM CPD300. Then cells were then
coated with 5 nm of carbon using the Leica EM ACE600. The sample were visualised using a
Hitachi Regulus 8220 scanning electron Microscope. The length and number of T4SS pili was

measured using ImagelJ software.

h. Statistical analysis

All the statistical analyses were performed using GraphPad Prism.
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iv.  Results

a. Analysis of the cagPAI in H. pylori clinical isolates

We studied 13 H. pylori strains isolated from patient biopsies from 2017 to 2018 at the CHUM
(Centre Hospitalier de I’Université de Montréal) presenting a resistance to clarithromycin and/or
metronidazole, and two ATCC control strains, strain 26695 and ATCC43504 (Table S1). After
extraction of bacterial genomic DNA, PCR amplification of the cagd and cagl genes was
performed to determine the presence of the cagPAI (Figure S1, Table S2). The vacA gene, which
encodes for the vacuolating cytotoxin and is present in virtually all H. pylori strains (Cover and
Blanke, 2005), was used as a control for PCR amplifications to confirm the identity of H. pylori;
all strains were vacA positive (data not shown). Among the 13 clinical H. pylori strains, seven are
cagPAl-positive as were the two reference strains from the ATCC (Table 1). Out of the seven
cagPAl-positive strains, four (#3793, #3813, #3822 and #3830) are readily cultivatable under

laboratory conditions and we selected them for the rest of this study.

b. Analysis of the variability of the CagA and CagL sequences

CagA displays C-terminal variability, which involves different types and/or numbers of EPIYA
repeat sequences, and this diversity may correlate with differences of their virulence and distinct
clinical outcomes (Hatakeyama and Higashi, 2005; Zhang et al., 2015). The cag4 PCR products
of the cagPAI positive strains were sequenced, followed by comparative analysis of the EPIYA
motifs, CM types and A/T polymorphisms (Table 2 and Figure S2). Most of the strains comprise a
Western CagA type (EPIYA-ABC) with two CM motifs, one inside the EPIYA-C and one distal
to the EPIYA-C segment. Interestingly, the clinical isolate #3793 carries both the Western CM
motif (CMW) and the East Asian CM motif (CMEA). The clinical strain #3830 contains an East
Asian type (EPIYA-ABD) with one CMFA motif distal to the EPIYA-C segment. Finally, the A/T
polymorphism is present in the EPIYA-B motifs of the clinical strain #3822 and in the reference
strain 26695.
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Next, we PCR-amplified the upstream regions of cagL gene, followed by sequencing and alignment
to the CagL sequences from the H. pylori reference strain 26695 (Figure S3). The alignment shows
that only two clinical strains (#3793 and #3822) do not contain the characteristic Glu59 residue but
a Lysine, and that all of them contain the residues Asn201 and Ile234. These residues were
previously reported to occur at higher rates in strains from gastric cancer patients (Ogawa ef al.,

2017). We also observe other sequence variations supporting that the strains have diverse origins.

c. Effect of infection with H. pylori on co-cultivated AGS cells

CagA translocation into epithelial cells induces dysregulation of cellular signaling leading to the
so-called “Hummingbird” phenotype, characterized by spreading and elongation of the cells (Segal
et al., 1999). We co-cultivated AGS cells with the H. pylori strains, followed by interference
contrast microscopy to monitor cell shape and counting of the proportion of cells displaying the
Hummingbird phenotype (Figure 1). No morphological changes are observed in AGS cells alone
and the number was low (up to 3%) in the case of cells incubated with the avirulent Acagl strain.
Incubation with strains 26695, #3793 and #3813 induces the Hummingbird phenotype in 13% to
14% of the cells, respectively. In the case of strain #3822 and #3830, we observe that a larger
number of cells (23% and 29%) display the characteristic morphological changes (Figure 1).
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Figure 1. Hummingbird phenotype induced by H. pylori infection. (A) AGS cells were
infected for four hours with H. pylori strains at MOI 100, followed by washing and the adherent cells
were fixed and observed using interference contrast microscopy. Negative controls (AGS) and
elongated cells induced by the infection with AcagV, Hp26695 and #3830 strains are shown as
examples; each image represents a representative example for each condition. (B) Elongated cells
were counted, and the results are represented as a percentage of total cells. The data represent means

and standard deviations of duplicate experiments with at least 500 cells for each condition. **: p<0.05,

Anova test.

We next analyzed the levels of IL-8 produced by the AGS cells in response to infection with the
H. pylori strains. We observed that infection with the #3813 strains induces lower levels of 1L.-8
production than the 26695 reference strain. In contrast, strains #3793, #3822 and #3830 strains

induce IL-8 production to comparable levels as 26695 (Figure 2).
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Figure 2. Interleukin-8 production by AGS cells infected with H. pylori strains. AGS

cells were infected for 24h with the different H. pylori strains and the amounts of secreted
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IL-8 were measured by ELISA (n=4). ** p<0.005, * p< 0.01, One-way ANOVA, ns: non-

significant.

d. Molecule 1G2 reduces IL-8 secretion of some H. pylori clinical isolates

We previously described the 1G2 molecule that inhibits Caga. ATPase activity and significantly
reduces the pro-inflammatory response induced by infection with H. pylori strain 26695 (Arya et
al.,2019). To assess whether this molecule has potential for application as inhibitor of the virulence
of clinical strains we tested the impact on strains #3793, #3813, #3822 and #3830. We observed
that co-incubation with 1G2 at 200 uM concentration significantly decreases the production IL-8
in the case of strain #3793 as well as in the 26695 control. In contrast, in the case of strains #3813,
#3830 and #3822, we do not observe a significant difference of IL8 induction in the presence of
1G2 (Figure 3A). Since the inhibitor 1G2 may also affect the stability of its target, we also
monitored levels of the oncoprotein CagA and of Caga using western blotting (Figure 3B). We do
not observe differences of the levels of CagA in the presence or in the absence of 1G2. In strain
#3830 the protein is not detected by the antibody used, suggesting a different epitope localised
between the Asp562 and GIn795, epitope recognised by the antibody used. Similarly, 1G2 has no
effect on the levels of Caga suggesting that it does not negatively impact the stability of Cag

proteins (Arya et al., 2019).
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Figure 3. Effects of molecule 1G2 on IL-8 production on the levels of CagA and Caga..
H. pylori strains were pre-incubated without or with 200 uM of 1G2 for 1h. AGS cells were then co-
cultured with H. pylori strains for 4h and IL-8 induction was measured by ELISA (A). The levels of
CagA and Cagl | were analyzed by SDS-PAGE of cell lysates, followed by western blotting with
specific antibody and antisera; the loading control were monitored using the actin levels for the Caga

membrane, the red ponceau coloration for the CagA membrane is included in the supplementary data
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(figure S5) (B). The results of the IL-8 quantification were analyzed by pairs comparing the non-
treated result (100% induction) with the treated results. The AcagV strain was used as negative control
and analyzed using the strain 26695 as 100%. (n=6). Lad : molecular weight Ladder ** p<0.005, *
p< 0.01, one-way ANOVA, ns: non-significant.

e. Molecule 1G2 affects the formation of T4SS pili

As an alternative approach to measure the activity of the T4SS, we monitored the formation of
T4SS pili during the infection of AGS cells using scanning electron microscopy (SEM) in the
presence or in the absence of 1G2 (Figure 4A). We observe an average of 14-15 T4SS pili per
bacterium for the strains 26695 and #3793 in the absence of 1G2 (Figure 4B). In the presence of
1G2, the number of pili is drastically reduced, and we observe on average three T4SS pili per cell
in both strains (Figure 4B). We do not observe any T4SS pili in strains #3813 and #3830 in the
presence or in the absence of 1G2, suggesting that those strains are not capable of forming a T4SS
pili. Finally, in strain #3822 1G2 does not have an impact on the number of T4SS pili (12/cell),
which correlates with the absence of an effect on IL8 induction (Figure 4B, Figure 3A).
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Figure 4. 1G2 affects the number of T4SS pili during AGS infection. H. pylori strains were
pre-incubated without (-) or with (+) 200 uM of 1G2, followed by co-cultivation with AGS cells for
4h and the samples were then fixed and analyzed using scanning electron microscopy. T4SS pili are
identified with arrows (A) and the T4SSpili were counted using ImageJ (B) (n = 16 images from 2
infection). The AcagV strain was used as negative control. ****: p<0.001, Student’s T-test, ns: non-
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v.  Discussion
The presence of a functional cag pathogenicity island (cagPAl) in H. pylori strains has been
demonstrated to increase the risk for the development of more severe forms of gastric diseases
(Hatakeyama and Higashi, 2005; Hatakeyama, 2014; Yong et al., 2015; Cover, 2016). Here, we
characterized 13 antibiotic-resistant H. pylori strains isolated from patient biopsies in Québec. We
showed that seven of the strains carry the cagA and cagl genes and were thus considered as cagPAl
positive and we further characterized the virulence phenotype of four strains (#3793, #3813, #3822
and #3830) that could be readily cultivated in laboratory conditions. To assess the virulence of H.
pylori strains we monitored the production of Cag proteins, the induction of IL-8 production, the
induction of changes of the cytoskeleton (“hummingbird” phenotype) and the formation of T4SS
pili. The clinical strains induce a hummingbird phenotype in AGS cells that is similar to the 26695
control and the cytoskeletal changes are even more pronounced in strain #3830. Similarly, all
clinical strains induce IL-8 production in AGS cells. These data suggest that all the clinical strains
carry functional T4SSs and that their effects can be monitored using the established AGS cell

infection assay.

We also monitored the production of T4SS pili after co-incubation with AGS cells by scanning
electron microscopy and this constitutes a novel quantifiable assay for T4SS function. We observe
between 12 and 15 T4SS pili per cell in the 26995 strain and in the clinical strains #3793 and #3822.
In contrast, we do not observe any T4SS pili in strains #3813, #3830. Both strains induce 1L-8
production and cytoskeletal changes after co-incubation with AGS cells suggesting that they do
not need elaborate extracellular structures to translocate virulence factors. This constitutes a
marked difference to previously characterized H. pylori strains even if we cannot exclude that these
strains assemble very short T4SS pili that can not be detected by SEM. In addition, the imaging
was done using only one angle, limiting the observation of the interaction between the bacteria and

cells.

Comparative analysis of the CagA C-terminal domains showed significant variability among the
H. pylori strains. Interestingly, strain #3793 carries both eastern and western CM motifs

(CMW/CMFA), The CM motif has been demonstrated to serve as a binding site for PAR1b and this
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interaction is highly influenced by the nature of the motif and its numbers of repetition (Nishikawa
et al.,2016). The presence of this combination of CM motifs may therefore influence the virulence
of strain #3793, but differences are not apparent when IL-8 production or effects on cytoskeletal
changes are monitored. Similarly, the differences between the Cagl sequences of the different

strain do not correlate with effects on AGS cells, but they may impact the pathogenicity in patients.

Finally, we tested the effects of the previously characterized 1G2 molecule on the antibiotic
resistant H. pylori strains (Arya et al., 2019). We showed that 1G2 significantly decreases T4SS
activity in strains 26695 and #3793 as measured by IL-8 production of AGS cells and assembly of
T4SS pili. In contrast, 1G2 has no effect on the production of IL-8 in strains #3813, #3830 and
#3822 or on the production of T4SS pili in strain #3822.

Interestingly, the strain #3813 and #3830, considered as T4SS positives, didn’t present T4SS pili
using SEM imaging. The images and the low level of IL-8 induced suggests that the strain #3813
does not carry a functional T4SS. As for the strain #3830, the high level of IL-8 induced, and the
high Hummingbird phenotype induced suggest that there is a CagA effect. As suggested
previously, this strain could carry very short T4SS pili not visible using only SEM imaging or could
possess another delivery system. The observation for the strain #3822 can be explain as the strain
carry a mutation on one amino acid identified as important for 1G2 binding with Caga that would

explain the results (figure S4) (Morin et al., 2023).

These results suggest that 1G2 may have potential for the development of treatments against some
clinical strains, but that more potent derivatives would have to be developed to have broad clinical
impact. 1G2 has no effect on the levels of CagA or of the target Cago showing that it does not
destabilize its target (Arya et al., 2019). Interestingly, 1G2 inhibits the formation of T4SS pili in
strains 26695 and #3793 suggesting that this is the primary mechanism for the effect of this

molecule on H. pylori virulence.
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Vi. Study materials

Data, analytic methods, and study materials will be made available to other researchers upon

request addressed to the corresponding author.
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Xi. Tables

Table 1. cagPAI positive and negative H. pylori strains

cagPAlI positive strains cagPAlI negative strains
26695 3800

ATCC 43504 3811

3723 3834

3763 3838

3783 3855

3793 3859

3813

3822

3830




Table 2. Characteristics of the CagA isoforms from the cagPAl positive H. pylori
strains.

58

H. pylori EPIYA motif EPIYA-B Number of CM CM motif CM motif 1 CM motif 2
isolates type polymorphism motifs types
26695 ABC EPIYT 2 MW FPLKRHDKVDDLSKVG FPLKRHDKVDDLSKVG
3793 ABC 2 CMY /CMIEA id. FPLRRSAKVEDLSKVG
3813 ABC 2 CMW FPLKRHSKVDDLSKVG id.
3822 ABC EPIYT 2 CMW id. id.
3830 ABD 1 CMEA FPLRRSAAVNDLSKVG

id : sequence identical to the reference strain ATCC26695 ; amino acid variation in the CM

sequence are bolded; CMVY: Western CM motif ; CMFA: East Asian CM motif



xil.  Supplementary materials

Table S1. H. pylori strains and resistance to antibiotics

Resistance
H. pylori Strain Metronidazole (MIC mg/L) Clarithromycin (MIC mg/L)

3723 R (256) R (256)
3763 R (> 256) R (> 256)
3783 S (0.06) R (®)
3793 R (> 256) R (256)
3800 R (128) S (<=0.03)
3811 R (> 256) R (1)
3813 R (128) R (256)
3822 R (> 256) R(> 256)
3830 S (0.06) S (<=0.03)
3834 R (> 256) R (32)
3838 R (> 256) R (16)
3855 R (> 256) R (32)
3859 R (64) S (<=0.03)

ATCC 43504 R S
26695 S S

S : susceptible, R : resistant
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Table S2. Primers used for PCR amplification and sequencing

60

vacA-F1
vacA-R1
cagl-F1
cagL-R1
cagA-F1
cagA-R1
caga-F1

caga-R1

5’-ATGGAAATACAACAAACACACCGCAA- 3’

5’-CATTTTTACTGCTAGTAATCCCTTCTGAA-3°

5’-AATCTTGAAAAAAAAGCCGAC-3’

5’-TAGCGTCATTAATCAAATAG-3’

5’-TCAAATACACCAACGCCTCCAA-3’

5’-CACATTATGCGCAACTATCTTATCA-3’

5’-GAGCAAAAATAAGACTTATCTCACTTCTTT-3’

5’-TAACCCTATGAAACTAAAAATAACAACCAA-3




4= caglL

Figure S1. PCR amplification of cagA and cagl genes from H. pylori isolates. PCR
amplifications with cag4- and cagL- specific primers were performed from genomic DNA isolated

from the H. pylori strains followed by agarose gel analysis. Kb: Kilobases, MW : molecular weight
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1 60

Hp26695 -GLKNSTEPIYAKVNKKKTGQVASPEEPIY T )VAKKVNAKIDRLNQIASGLGGVGQAA
3822 -GLKXSTEPIYAKVNKKKXGQVASPEEPIY T )VAKKVNAKIDRLNQIASGLGGVGQAA
3813 ---GLKNEPIYAQVNKKKTGQVASPEEPIYA )VAKKVNAKIDRLNQIASGLGSVGQAA
3793 GKDKGPEEPIYAQVNKKKTGQVASPEEPIYA )VAKKVTKKIDQLNQAATSGFGGVGQA
3830 -GLKXNEEPIYAQVNKKKAGQATSPEEPIYA )VAKKVSAKIDQLNEATSAINRKIDRINK
KERKK RKKKRK kK L RKKRKKK . Kkkkkk kKK, kX,
61 : - : . S-S 120
Hp26695 PLKRHDKVDDLSKVGELSASPEPIYATIDDLGG- - - AFPLKRHDKVDDLSKVGERSRNQELA
3822 PLKRHDKVDDLSKVGRSVSPEPIYATIDDLGG- - - PFPLKRHDKVDDLSKVGLSRNQELA
3813 PLKRHSKVDDLSKVGRSVSPEPIYATIDDLGG- - - FFPLKRHDKVDDLSKVGLSRNQELA
3793 PLKRHDKVDDLSKVGRSVSPEPIYATIDDLGG- - - §FPLRRSAKVEDLSKVQLSREQELT
3830 IASAGKGVDGFSGAGRSASPEPIYATIDFDETNQAGFPLRRSAAVNDLSKVGQLSREQELT

L S ¥ kK XExFEEEEREE HE L kEE .,

Figure S2. Alignment of the sequences of CagA comprising the three EPIYA motifs. The
EPIYA motifs are labelled with yellow boxes and the CM motifs are marked with red boxes;

T 32

variations inside the sequence are highlighted in the same colors. indicates positions which

have a single, fully conserved residue; “:”
conserved:-STA, NEQK, NHQK, NDEQ, QHRK, MILV, MILF, HY, FYW, “.” indicates that one
of the 'weaker' groups is fully conserved:- CSA, ATV, SAG, STNK, STPA, SGND, SNDEQK,

NDEQHK, NEQHRK, FVLIM, HFY ; These are all the positively scoring groups that occur in the

indicates that one of the 'strong' groups is fully

Gonnet Pam250 matrix. The strong and weak groups are defined as strong score >0.5 and weak

score =<(0.5 respectively. https:/www.genome.jp/tools/clustalw/clustalw readme.html
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1 60

3813 MKTLVKNTIYSFLLLSVLMAEDITSGLKQLDNTYQETNQQVLKNLDEIFSTTSPSANNET
3830 MKTLVKNTISSFLLLSVLMAEDITSGLKQLDSTYQETNQQVLKNLDEIFSTTSPSANNET
Hp26695 MKTLVKNTISSFLLLSVLMAEDITSGLKQLDSTYQETNQQVLKNLDEIFSTTSPSANNEM
3793 MKTLVKNTIFSFLLLSVLMAEDITSGLKQLDSTYQETNQQALKNLDEIFSTTSPSANDKM
3822 MKTLVKNTLFSFLLLSVLMAEDITSGLKQLDSTYQETNQQVLKNLDEIFSTTSPSANDKM
*tl*tll*: ***************lx!***.********-****txx*****ﬂl**: v
61 120

3813 GOEDALNIKKAAIA
3830 GXEDALNIKKAAIA
Hp26695 GEEDALNIKKAATIA
3793 GEEDALNIKKAAMA

RGDLALLKANFEANELFFISEDVIFKTYMSSPELLLTYMKINPLD
RGDLALLKANFEANELFFISEDVIFKTYMSSPELLLTYMKINPLD
RGDLALLKANFEANELFFISEDVIFKTYMSSPELLLTYMKINPLD
RGDJALLKANFEANELFFISEDVIFKTYMSSPELLLTYMKINPLD

3822 GEEDALNIKKAAMALRGDLALLKANFEANELFFISEDVIFKTYMSSPELLLTYMKINPLD
R RRORRORRORORHOK K s ok 3 o 8 oK ok ok o ok ok o 3k o K R ok R oK K 3R ok R oK ok 3 ok 3 oK ok oK 3k ok ok ok o ok ok
121 180
3813 QNTAEQQCGISDKVLVLYCEGKLKIEQEKQNIRERLETSLKAYQSNIGGTASLITASQTL
3830 QXTAEQQCGISDKVLVLYCEGKLKIEQEKQNIRERLETSLKAYQSNIGGTASLITASQTL
Hp26695 QNTAEQQCGISDKVLVLYCEGKLKIEQEKQNIRERLETSLKAYQSNIGGTASLITASQTL
3793 QKTAEQQCGISDKILVLYCGGKLKIEQEKQNIRERLEASLKAYQSNIGGTASLIIASQTL
3822 QKTAEQQCGISDKILVLYCEGKLKIEQEKQNIRERLETSLKTYQSNIGGTASLITASQTL
* K*K*K*K****:***** **K**kk*x******#*:*#*:**#K*K*K**** Ak kK
181 237
3813 VESLKNKNFIKGIRKLMLAHNK IFLNYLEELDALERSLEQSKRQYLQERQSSKIIVK
3830 VESLXNKNFIKGIRKLMLAHNKVFLNYLEELDALERSLEQXKRQYLQERQSSKTIVK
Hp26695 VESLKNKNFIKGIRKLMLAHNKVFLNYLEELDALERSLEQSKRQYLQERQSSKITIVK
3793 VESLKNKNFIKGIRKLMLAHNKVFLNYLEELDALERSLEQNKRQYLQERQSSKIIVK
3822 VESLKNKNFIKGIRKLMLAHNKVFLNYLEELDALERSLEQSKRQYLQERQSSKITIVK

LR 2 ****************t:***************** EEE S S R SRR S

Figure S3. Alignment of the CagL sequences from the cagPAI positive H. pylori strains.
Amino acid residues that occur at a significantly higher rate in isolates from patients with gastric
cancer are highlighted in red, all the other variations identified within the alignment are highlighted
in yellow. The highly conserved RGD motif that is involved in the interaction with host cell

koo

integrins is indicated by a red box. indicates positions which have a single, fully conserved
residue; “:” indicates that one of the 'strong' groups is fully conserved:-STA, NEQK, NHQK,
NDEQ, QHRK, MILV, MILF, HY, FYW; These are all the positively scoring groups that occur in
the Gonnet Pam250 matrix. The strong and weak groups are defined as strong score >0.5 and weak

score =<(0.5 respectively. https:/www.genome.jp/tools/clustalw/clustalw_readme.html
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1 60

26695 MTEDRLSAEDKKFLEVERALKEAALNPLRHATEELFGDFLKMENITEICYNGNKVVWVLK

3822 MTEDRLSAEDKKFLEVERALKEAALNPLRHATEELFGDFLKMENITEICYNGNKVWWVLK
S S R R SR SR S S R SR S S S O S RO O

120
FSLSRLMHFARCCAS FKKKTIDNYENPILSSNLANGERVQIVLSP

AFSLSRLMHFARCCAS FKKKTIDNYENPILSSNLANGERVQIVLSP
Be s ks sk 5 e B SRR SRR R RS R KR S R R R R R

61
26695 NNGEWQPFDVRD)

3822 NNGEWQPFDVRD
R R R

121 180
26695 VTVNDETISISIRIPSKTTYPHSFFEEQGFYNLLDNKEQAISATKDGIAIGKNVIVCGGT
3822 VTVNDETISISIRIPSKTTYPHSFFEEQGFYNL LDNKEQATSATKDGIAIGKNVIVCGGT
R KRR ROKOR KOK SKRH RKOR ROK R KKK ROKOK K R S KR K KK K KK KOROK KR K KK KK
181 240
26695 GSGKTTYIKSIMEFIPKEERIISIEDTEEIVFKHHKNYTQLFFGGNITSADCLKSCLRMR
3822 GSGKTTYIKSIMEFIPKEERIISIEDTEEIVFKHHKNYTQLFFGGNITSADCLKSCLRMR
SRR SRR K K KR K K O K K R 3 K RO KO KK R
241 300
26695 PDRIILGELRSSEAYDFYNVLCSGHKGTLTTLHAGSSEEAFIRLANMS SSNSAARNIKFE
3822 PDRITILGELRSSEAYDFYNVLCSGHKGTLTTLHAGSSEEAFTRLANMS SSNSAARNIKFE

LIRS E P RS R EE L E L LSRR LSRR R B R S Y

Figure S4. Alignment of the Caga sequences from the strain 26695 (ATCC700392) and #3822

show a mutation of the Arginine 73 in Lysine.

ko

indicates positions which have a single, fully conserved residue.
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Strain AcagV  Ladder 26695 #3793 #3813 #3830 #3822

1G2

Figure SS5. Ponceau coloration of the CagA western blot use for the figure 3. H. pylori strains
were pre-incubated without or with 200 pM of 1G2 for 1h. AGS cells were then co-cultured
with H. pylori strains for 4h and IL-8 induction was measured by ELISA. The levels of CagA
were analyzed by SDS-PAGE of cell lysates. The loading control has been evaluated using

Ponceau coloration of the membrane.
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1.  Abstract
We here describe the structure-based design of small molecule inhibitors of the type IV secretion
system of Helicobacter pylori. The secretion system is encoded by the cag pathogenicity island,
and we chose Caga, a hexameric ATPase and member of the family of VirB11-like proteins, as
target for inhibitor design. We first solved the crystal structure of Caga in a complex with the
previously identified small molecule inhibitor 1G2. The molecule binds at the interface between
two Cago subunits and mutagenesis of the binding site identified Caga residues F39 and R73 as
critical for 1G2 binding. Based on the inhibitor binding site we synthesized 98 small molecule
derivates of 1G2 to improve binding of the inhibitor. We used the production of interleukin-8 of
gastric cancer cells during H. pylori infection to screen the potency of inhibitors and we identified
five molecules (1G2 1313, 1G2 1338, 1G2 2886, 1G2 2889 and 1G2 2902) that have similar or
higher potency than 1G2. Differential scanning fluorimetry suggested that these five molecules
bind Caga, and enzyme assays demonstrated that some are more potent ATPase inhibitors than
1G2. Finally, scanning electron microscopy revealed that 1G2 and its derivatives inhibit the
assembly of T4SS-determined extracellular pili suggesting a mechanism for their anti-virulence

effect.

Keywords: Helicobacter pylori, cagPAl, Caga, VirB11, ATPase, anti-virulence, type IV secretion

system, pili, inhibitors
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ii.Introduction
Helicobacter pylori (H. pylori) is a Gram-negative bacterium isolated from gastric samples in the
1980s by Warren and Marshall. They demonstrated that the stomach is not sterile and that H. pylori
causes inflammatory disease while colonizing the stomach (Marshall and Warren, 1984). It was
subsequently shown that chronic H. pylori colonization leads to gastric disease like ulcer, gastric
adenocarcinoma and stomach cancer (Coussens and Werb, 2002; Amieva and Peek, 2016; Blaser,
Backert and Pachathundikandi, 2019). H. pylori has been associated with humans for more than
1000 years and analysis of a strain from a human 5,300 years-old iceman showed a high degree of
similarity with today’s H. pylori strains (Maixner et al., 2016). Up to 50 to 90% of the human
population is colonized by H. pylori and its prevalence depend on the geographic localization of
populations in the world (Breckan et al., 2016; Hooi et al., 2017). H. pylori carry alot of difference
virulence factors for the colonization of the stomach, for the establishment of a niche between
epithelial cells of the stomach and others that cause inflammatory responses in human cells (Argent
et al., 2008; Amieva and Peek, 2016; Ansari and Yamaoka, 2020). The main virulence factors are
the urease that neutralises the acidic environment, the vacuolating cytotoxin A (VacA) and the type
IV secretion system (T4SS) (Argent et al., 2008; Ansari and Yamaoka, 2020; Sharndama and Mba,
2022). The T4SS comprises 27 proteins coded by the cytotoxin-associated gene (cag) pathogenicity
island (cagPAI). The T4SS in H. pylori is used for the injection of the oncoprotein CagA as well
as for the transfer of peptidoglycan fragments (Backert, Tegtmeyer and Selbach, 2010; Backert,
Tegtmeyer and Fischer, 2015; Cover, Lacy and Ohi, 2020; Costa et al., 2021). CagA interferes
with different metabolic pathways in gastric epithelial cells, leading to depolarisation of the cell,
an increase of cell mobility and the loss of tight junctions (Ansari and Yamaoka, 2020; Cheok et
al., 2021; Freire de Melo et al., 2022; Jang et al., 2022). The resulting disorganization of gastric
cell structure contributes to gastric disease (Kalisperati et al., 2017; Yang et al., 2020; Salvatori et
al.,2023). Not all H. pylori carry a cagPAl, but it is a major factor contributing to gastric disease

and cancer (Salvatori et al., 2023).

Antibiotic therapy is commonly used for the treatment of patients with gastric disease. The

treatment comprises triple or quadruple therapy and often includes proton pump inhibitors and
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bismuth salts (Gatta et al., 2013; Ford et al., 2016; Mansour-Ghanaei et al., 2019; Katelaris et al.,
2023; Zhang et al., 2023). Therapy with multiple antibiotics provokes a high selection pressure for
antibiotic resistance. In addition, H. pylori is highly transformable, and it can acquire resistance
that spreads in the environment. Over the last 10 years more than half of H. pylori patient isolates
were found to carry at least one resistance gene against the first line antibiotics (Boyanova et al.,
2019; Argueta et al., 2021; Contreras-Omafia, Escorcia-Saucedo and Velarde-Ruiz Velasco, 2021).
In 2017 the World Health Organization published a report underlining the urgency of finding new
antibiotics against H. pylori (Tacconelli et al., 2018).

Considering the rise of antibiotic resistance, alternative therapeutic methods to fight bacterial
infections have emerged that may not lead to strong selection pressure (Dieye et al., 2022;
Sathianarayanan et al., 2022; Zhang et al., 2022; Frost et al., 2023). Targeting virulence factors
that are not essential for bacterial survival is one of the investigated approaches (Escaich, 2008;
Arya et al., 2019; BuB et al., 2019; Hwang et al., 2021). H. pylori virulence factors such as the
T4SS are not essential for its survival, but they are major contributors to severe gastric disease.
The cagT4SS proteins are unique to H. pylori and inhibitors would therefore not target other
bacteria of the microbiome. We have chosen the essential ATPase Caga as a target (Yeo ef al.,
2000; Haley, Blanz and Gaddy, 2014; Cover, Lacy and Ohi, 2020). Caga is a hexameric ATPase
that localizes at the inner membrane and is a homolog of VirB11 proteins that are conserved and

essential for all T4SS.

Previously, we have used fragment-based screening to identify small molecules that interact with
Caga, and we identified 1G2 as a non-competitive inhibitor of its ATPase activity (Arya et al.,
2019). Here, we characterized the binding site by X-ray crystallography and mutagenesis identified
critical amino acid residues. Based on the information of the binding site we created a family of
1G2 derivates and some of them have interesting potential as inhibitors of T4SS activity and of

extracellular assembly of Cag pili.
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1ii.Materials and Methods

a. Cloning and mutagenesis

Cloning of Caga was described by Arya et al, 2019 (Arya et al., 2019). The plasmid carrying the
WT Caga protein pHTCaga was amplified using the QuikChange II site-directed mutagenesis kit
(Agilent) using 33 bp primers (Table. S1) to introduce single codon mutations to change amino
acid residues at the 1G2 binding site, followed by Sanger sequencing on an ABI 3730 sequencer
(Ho et al., 1989; Liu and Naismith, 2008).

b. Expression and purification of Cago.

The expression and of purification Cago wild type and mutant proteins was conducted as
previously described by Arya et al, 2019 (Arya et al., 2019). Shortly Caga was expressed in E. coli
BL21 (DE3) with 1 mM isopropylthio-f-galactoside (IPTG) induction. For purification, the culture
pellet was suspended in binding buffer (50 mM HEPES, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 7.5,
10% glycerol, 0.1% triton, plus two tablets of EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche)) and
lysed using a cell disrupter (Constant Systems Inc.) at 27 kPsi, followed by centrifugation at
15,000 rpm at 4 °C to reduce cell debris. The supernatant was loaded onto a His-trap Ni-NTA
column (GE Healthcare) and eluted using a linear 50 ml gradient of 40—-500 mM imidazole in
binding buffer. Proteins were then dialysed (25 mM sodium phosphate, 125 mM NaCl, 5 mM DTT,
pH 7.4) and subjected to Size exclusion chromatography using a Superdex-200 column (GE
Healthcare) with buffer 25 mM HEPES pH7.5 and 100 mM NacCl and peak fractions were analyzed
by SDS-PAGE.

c. Crystallisation and structure determination

Initial crystallization conditions were established using the MCSG screen from Anatrace (USA
using 6 mg/ml of Caga and 1 mM of 1G2 (1:10 ratio). Final crystals were grown at room
temperature using the hanging drop vapour diffusion method in 100 mM Bis-Tris (pH 6.5) and

2mM ammonium sulfate. Drops containing 2 pL of protein-inhibitor-mixture (1:10 ratio) and 2 pL
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of reservoir solution were incubated for 2 weeks. Hexagonally shaped crystals appeared after 7-10
days. The crystals were cryo-protected in 100 mM Tris-HCI buffer (pH 8.5), 2 M ammonium
sulfate and 25% glycerol, flash frozen in liquid nitrogen and the data were collected at microfocus
beamline F1 at the Cornell High Energy Synchrotron Source (CHESS). The intensity data was
processed using the HKL2000(Otwinowski and Minor, 1997) program (Table. S2). The structure
was solved by molecular replacement using the coordinates of PDB ID: 1G60 as search model.
Refinement and modeling were performed using REFMAC and Coot (Murshudov, Vagin and
Dodson, 1997; Emsley and Cowtan, 2004). Final graphical figures and tables were generated using
the Pymol-integrated Phenix software suite (Adams et al., 2002). The structure was published in
the PDB (PDB code: 6BGE, https://www.rcsb.org/structure/6BGE ).

d. Docking of 1G2 and derivatives to Cago.

Autodoc Vina was used for binding energy calculations. The Caga structure used for the binding
from PDB 1G60 (RCSB PDB - 1G60: CRYSTAL STRUCTURE OF THE HELICOBACTER
PYLORI ATPASE, H. PYLORI0525, IN COMPLEX WITH ADP) was used for docking.

e. Differential scanning fluorimetry (DSF)

To assess binding of 1G2 derivatives to Caga and its mutant proteins, DSF was used in the presence
of SYPRO orange as in Arya et al, 2019 (Arya ef al., 2019). The reaction mixture contains 5 pM
of Caga, 10x concentration of SYPRO Orange (from 5000x stock solution (ThermoFisher)) in
50 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM NaCl and 5% final concentration of DMSO. The fragments and
nucleotides were added to final concentrations of 5 mM, and the fluorescence was monitored over

20-95 °C with a LightCycler 480 instrument (Roche).

f. Synthesis of the 1G2 derivatives

The organic reagents are prepared as Dimethylformamide (DMF) solutions: Solution 1: The
heteroaryl halide building blocks solution was prepared by weighing 1.77 mmol in a 2 ml vial.
DMF was added and the volume is adjusted to 400 pl. Solution 2: The scaffold (methyl-4-
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hydoxybenzoate) was weighed (1259 mg; 8.27 mmol) in a 40 ml vial, the solid was dissolved with
DMF and the volume adjusted to 29.4 ml. A 0.6-2 ml microwave vial was added with 161 mg
(0.493 mmol; 2.5 eq.) of CspCO3, equipped with a stirbar, charged with the heteroaryl halide

solution (100 pl; 2.25 eq.) followed by scaffold solution (700 pl; limiting reagent). The suspension
was transferred to a Biotage Initiator microwave reactor to run the reactions at 180 °C for 1 h. The
reaction was monitored by liquid chromatography mass spectrometry (LCMS). The reaction
mixtures were filtered on a filtering plate (96 deep-well plate; PE Frit 25 mm; Long drip; 2 ml)
using a MeOH/DMSO (2:1) mixture. Filtration was forced using HT4X Genevac for centrifugal
filtration. The filtered mixtures were added to 50 ml of AcOH (pH adjusted <5) and purified on a
reverse-phase Kinetex 5 pm C18 column 21.2 x 100 mm and was eluted with MeOH - Water -
0.1% AcOH. Gradient: Isocratic 25 or 30 % for 1.5 minutes then gradient to 100% MeOH over 8.5
minutes. Tubes containing the desired compounds were identified and placed on an HT6-Genevac
evaporator. After removal of the solvent, the content of the tubes was transferred to pre-tared 4 ml
vials using a (1:1) DCM:MeOH mixture. The vials were placed in a HT6 Genevac evaporator and

the solvents removed under reduced pressure, followed by NMR and LCMS analysis.

g. Enzyme activity assay

The ATPase activity was quantified using a malachite green binding assay (Arya et al., 2019). The
100 pL reaction mixtures contained 60 nM of enzyme, 25 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM NaCl,
200 uM MgCl; and 200 uM of 1G2 derivative. The reaction mixtures were incubated for 15 min at
30 °C. After incubation, ATP was added at 100 uM concentration and incubated again for 30
minutes at 30°C and then 40 pL of malachite green assay mixture was added. The formation of the
blue phosphomolybdate-malachite green complex was in linear relation to the amount of released
inorganic phosphate and measured at 610 nm. Color generated was estimated compared to series

of standards.
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h. ICso determination

ICso values were determined by incubating different concentrations of molecules (52,500 uM;
from stocks of 100 mM) with enzyme in 25 mM HEPES (pH 7.5) and 100 mM NaCl and 200 uM
of MgCl,. Mixtures were incubated with inhibitors for 15 min, followed by addition of ATP and
incubation for 30 min at 37 °C. The reactions were stopped by addition of 40 ul malachite green
solution and the inorganic phosphate released was determined at 610 nm. Data were plotted as
1/rate versus inhibitor concentration for each substrate concentration and a linear fit was calculated

by non-linear regression using SigmaPlot (version 11.0).

i. Bacterial strains, cell lines and culture conditions

H. pylori strain 26695 (ATCC700392) was used as a positive control, and the previously described
AcagV (H. pylori0530) mutant recreated in our laboratory was used as negative control (Fischer et
al.,2002; Arya et al., 2019). All the strains were cultivated on Columbia agar base (BD) containing
10% (v/v) horse serum (Wisent Inc.), 5% (v/v) laked horse Blood (Wisent Inc.) with B-cyclodextrin
(2 mg/mL), vancomycin (10 mg/ml) and amphotericin B (10 mg/ml). Chloramphenicol (34 mg/ml)
was added in case of the Acag/l strain to select for the chloramphenicol (cam) gene cassette used
to disrupt the gene. For liquid cultures, brain heart infusion (BHI) media (Oxoid) was supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS) and appropriate antibiotics. Bacteria were cultivated at 37°C
under microaerophilic conditions (5% oxygen, 10% COy).

Gastric human cells (AGS CRL-1739) cells were grown at 37°C in F12K media (Wisent Inc.) with
10% (v/v) FBS (Wisent Inc.) in a 5% CO;-containing atmosphere. AGS cells were counted using

a hemocytometer (Hausser Scientific™ Bright-Line™ Phase Hemacytometer).
j.  Cell proliferation Assay

AGS cells cultivated at 5x10* cells/well density were incubated overnight with 100 uM of

molecules at 37°C in a 5% CO;-containing atmosphere. The cell proliferation was evaluated using

the Cell Proliferation Reagent WST-1 (CELLPRO-RO, Roche).

73



k. Infection of AGS by H. pylori strains and IL-8 production

H. pylori were first pre-incubated for 1h in F12K supplement with 10% FBS with or without 1G2
or its derivatives at a concentration of 200 uM at 37°C in an incubation container under
microaerophilic conditions (5% CO2). (1) For the initial screening of the 96 1G2 derivatives, the
AGS cells were cultivated in 96 well microplates with 0.3x10° cells/well for 24h with a culture of
H. pylori pre-incubated for 1h with the different small molecules at a multiplicity of infection
(MOI) of 100 at 37°C, 5% COas. These experiments were performed twice in duplicates and the
results of one assay are shown in Figure. S4A. (2) For the second screening of 25 1G2 derivatives
the AGS cells were cultivated in 96 well microplates with 0.3x10° cells/well for 24h with a culture
of H. pylori pre-incubated for 1h with the different small molecules at a MOI of 100 at 37°C, 5%
COs. These experiments were performed four times in triplicates and the results of one assay are
shown in Figure. S4B. (3) For the final assays, the AGS cells were cultivated in 6-well plates with
7x10° cells/well for 4h with a culture of H. pylori pre-incubated for 1h with the different small
molecules at a MOI of 100 at 37°C, 5% COa. The supernatants from 6 independent assays were
used for the determination of IL-8 levels (Fig. 3) and the T4SS pili in the same samples were
counted by scanning electron microscopy (see below, Fig. 6). For all the above assays, the
supernatants were sampled and centrifuged at 15,000 g to remove cells and debris; the supernatants
were conserved at -20°C. The level of IL-8 in cell culture supernatants was determined using a

human IL-8 ELISA kit (Invitrogen).
. Sample preparation and western blotting

After 4h of infection, the cells were washed with phosphate-buffered saline (Wisent Inc.) and lysed
in RIPA Buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM sodium chloride, 1.0% Igepal CA-630 NP-40,
0.5% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate), complemented with a protease inhibitor
cocktail for mammalian tissues (Sigma Aldrich) and a phosphatase inhibitor cocktail for tyrosine
protein phosphatases, acid and alkaline phosphatases (Sigma Aldrich). The cells were harvested,
incubated at 95°C for 5 min with SDS-PAGE sample buffer and centrifuged for 10 min at 10,000
rpm, followed by SDS-PAGE and western blotting. The production of proteins was assessed with
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monoclonal mouse anti-Helicobacter pylori CagA (HyTest Ltd.) and rabbit Caga antiserum
(Abcam). The actin was identified using the anti--Actin antibody (C4): m-IgG Fc BP-HRP (Santa
Cruz, sc-528515). The secondary antibodies (rabbit and mouse) were purchased from Biorad and

the HRP signal was developed using Clarity Western ECL Substrate (Biorad).

m. Scanning electron microscopy

AGS cells were cultivated on round cover glasses (Fisherbrand) at 6x10° cells/well density in 6-
well plates. The cells were infected with H. pylori for 4h as explained above, washed with cold
phosphate buffer (PB 0.1 M), fixed in 4% paraformaldehyde/0.1% glutaraldehyde for 30 min at
4°C, followed by another wash in PB. The samples were then incubated in osmium tetroxide 4%
(0.1%) for 1 h at 4°C, followed by washing with PB. The samples were then dehydrated using a
series of ethanol dilutions for 15 min each (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 100%),
followed by drying using critical point dryer using the Leica EM CPD300. Then cells were then
coated with 5 nm of carbon using the Leica EM ACE600. The sample were visualised using a
Hitachi Regulus 8220 scanning electron Microscope. The length and number of T4SS pili were

measured using ImagelJ software (Schindelin ez al., 2012).

n. Statistical analysis

All the statistical analyses were performed using GraphPad Prism 9 (9.5.1). T-test and ANOVA
(Kruskal-Wallis test and ordinary One-way) were used to analyse the number of pili and their size,

respectively.
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1v.Results

a. X-ray analysis reveals the 1G2 binding site.

In our previous work we identified 1G2 as a non-competitive inhibitor of Caga and this molecule
has interesting potential for development into an anti-virulence drug (Arya et al., 2019). As first
step towards designing more effective 1G2 derivatives, we characterized the binding site by X-ray
crystallography. Caga was co-crystallized with 1G2, and we solved the X-ray structure of the
Caga-1G2 complex in the P6322 crystal space group with two molecules in the asymmetric unit
(Figure. 1A) to a resolution of 2.9 A (Table. S2). The structure was solved by molecular
replacement using ADP bound Caga (PDB code: 1G60) as a search model. The overall structure
of 1G2-bound Caga (PDB code: 6BGE) is similar to that of the Caga-ADP complex, but there are
differences in interactions at the protein interface, and we identified the electron density of
molecule 1G2 sandwiched between two Caga molecules (Figure. 1A). The monomer structure of
the Caga-1G2 complex displays both N-terminal domain (NTD) and C-terminal domain (CTD)
with nine a-helices labeled as al to a9 and 13 B-strands labeled as 1 to B3 (Figure. 1B). A
structural overview from the top ofthe NTD reveals that 1 G2 interacts with the NTD of both protein
subunits (Figure. 1C). The 1G2 binding site is distinct from the active site to which ADP and the
substrate analog ATP-y-S bind (Yeo et al., 2000; Savvides, 2003). Molecule 1G2 binds to a
hydrophobic pocket created by the interaction between the NTDs of two Caga subunits and amino
acids F68 and F39 make hydrophobic contacts with the two aromatic rings of the inhibitor. R73
and D69 are the amino acids involved in forming a polar contact with 1G2. R73 interacts with the
pyridine ring via a hydrogen bond and the carboxylic group of 1G2 interacts with the backbone
NH group of D69 forming a potential hydrogen bond (Figure. 1D). Sequence alignments with other
Caga /VirB11 homologs show that this site is not conserved suggesting that the molecule could

likely be a specific inhibitor (Figure. S1).

Structural alignment of the Caga-1G2 complex with Caga-ADP (PDB code: 1G60) shows an
overall similar structure (RMSD 0.6 A), but we observe shifts of the B6 and 7 sheets and in the
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linker region between NTD and CTD (Figure. S2). Alignment of Caga-1G2 with Caga apoprotein
(PDB code: 1NLZ) reveals slight conformational differences in both the CTD and NTD (RMSD
0.9 A). The a8 and a9 helical region of the CTD as well as the al region of the NTD display
changes showing that binding to molecule 1G2 impacts the conformation of the protein (Figure.
S2). Overall, the results indicate that molecule 1G2 binds at the interface between Caga proteins
that multimerize via the NTD and this is consistent with the results of enzyme kinetics (non-
competitive inhibition) (Arya et al., 2019). Analysis of the Caga-1G2 X-ray structure revealed
subtle conformational changes in different parts of the protein including the active site as compared
to the apoprotein and its complex with ADP (Figure. S2). This may explain the effect of 1G2

binding on the enzymatic activity of Caga.

Figure 1: 1G2 Binding determined by X-ray crystallography. A) Cartoon representation of the
crystal structure of Caga. crystallized as two molecules in the asymmetric unit. Red map in middle
of two subunits represents molecule 1G2 and arrows indicate the ATP/ADP binding site. B)
Representation of the monomeric subunit of Caga in ribbon form: a helices, B strands and loops

are represented in yellow, red and green, respectively. The nine helices are labeled as a1 to a9 and
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the B-strands are labeled as B1 to 13 and the ADP binding site is indicated. C) Side view of the
interaction of two subunits of protein with 1G2 in the middle represented as green stick and red
map. D) Enlarged view of 1G2 binding at the interface between two protein subunits. The 2FO-FC
electron density map of 1G2 was contoured at 1.56. E) 2D structure of 1G2.

b. Validation of the 1G2 binding site by mutagenesis of Caga.

To validate the binding site identified by X-ray crystallography (Figure. 1D) we mutagenized the
caga gene to change five amino acids at the binding site. We then purified the binding site mutants
CagaD38A, CagaF39A, CagaK41A, CagaM42A, CagaR73A, CagaR73K and analysed their
binding to 1G2 using differential scanning fluorimetry (DSF). The R73K mutation was introduced
based on our analysis of clinical H. pylori strains from patient biopsies, suggesting a potential
association with resistance to 1G2 (Oudouhou et al., 2023). This technique determines the melting
temperature of a protein in a temperature gradient in the presence of the fluorescent dye SYPRO
orange. Positive shifts are generally considered as evidence for binding due to stabilization by a
small molecule (Arya et al., 2019). Analysis of the melting temperatures suggested that CagaD38A
and CagaM42A bind 1G2 like the wild type protein whereas the binding of Caga mutants F39A,
K41A, R73A and R73K was reduced (Figure. 2A). These results suggest that Caga residues F39,
K41 and R73 contribute to binding of 1G2.

We next determined the ATPase activity of purified Caga and its mutants using a malachite green
assay measuring the release of inorganic phosphate from the ATP. All Cago mutants have ATPase
activities similar to the wild type protein and incubation with 1G2 at a concentration of 200 uM
reduced ATPase activity of most of them with the exception of CagaR73A that was not inhibited
(Figure. 2B). The effect of 1G2 on CagaF39A, CagaK41A and CagaM42A was less pronounced
than on the wild type protein. To gain more quantitative information on the effect of 1G2 on the
different mutants we varied the concentration of the inhibitors and calculated ICso values as a
measure of inhibitor efficacy. The ICso values for inhibition of the wild type and of CagaD38A are
in a similar range, those of CagaK41A and CagaM42A are significantly higher and CagaF39A and
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CagaR73A are resistant to the inhibitor (Figure. 2C). The enzyme assay results are consistent with

those obtained by DSF suggesting that Caga residues F39 and R73 are critically important for
binding of 1G2 and that K41 and M42 also contribute to the effect of the inhibitor.
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Figure 2: Characterization of active site mutants by differential scanning fluorimetry and

ATPase enzyme assays. A) Changes in the melting temperature of Cago mutant proteins were

measured by DSF after incubation with molecules at 5 mM final concentration (n= 3 times

triplicates). The results were analysed using One-Way ANOVA (multi-comparison from WT) ns;
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non significant, * p<0.05, *** p=<0.001, **** p<(0.0001. B) Effect of 1G2 derivatives on the
ATPase activity of Caga mutant proteins. Caga. WT and mutant proteins were incubated with 1G2
at different concentrations and ATPase activity was measured by malachite green assay, One-way
ANOVA test (non treated VS treated) ns; non significant, *** p=<0.001, **** p<(0.0001. C) Dose-
response curves of ATPase activity of mutant proteins showing IC50 values in the presence of 1G2.
C) Dose-response curves of ATPase activity of mutant proteins showing IC50 values in the

presence of 1G2 (3 times duplicates).

c. Design and selection of 1G2 derivatives molecules

Based on the results from co-crystallisation and mutagenesis of the active site we created a library
of 96 1G2 derivatives by medicinal chemistry in an attempt to generate more potent inhibitors. We
designed 1G2 derivatives to improve binding to amino acid residues at the inhibitor binding site
and we also introduced functional groups that may modulate solubility and thereby permeation into
cells (Figure. S3). The fact that a previously identified 1G2 derivative (1G2#4) (Arya et al., 2019)
was more efficient against Caga in vitro also informed this strategy since its additional methyl
group may improve binding to K41. As first step to identify more potent 1G2 derivatives we
screened for toxicity for human AGS (gastric adenocarcinoma) cells that are used for H. pylori
infection experiments. Using a cell proliferation assay we identified four cytotoxic molecules,
triggering more than 20% of mortality and these molecules were not further investigated. Next, we
used a bacterial growth inhibition assay to test toxicity for H. pylori using an antibiogram-like
technique with 200 uM of 1G2 and derivatives (chloramphenicol as a positive control) on filter

plates and we found that none of the 92 derivates is toxic for the bacteria (Table. S4).

To determine the effect of the 1G2 derivatives on T4SS function we quantified the production of
interleukin 8 (IL-8) that is induced by the T4SS during AGS cell infection by H. pylori. IL-8 is an
inflammatory factor induced after co-infection with H. pylori and it provides a quantifiable readout

since it is secreted into the cell culture supernatant (Cover, Lacy and Ohi, 2020). We designed a
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medium-throughput assay enabling us to measure the effects of preincubation of the molecules on
IL-8 production of AGS cells in 96-well microtiter plates, followed by quantification using an
ELISA assay. We conducted two rounds of screening to identify molecules that reduce IL-8
production more strongly than 1G2 in a reproducible fashion. The first round identified 25
molecules that cause similar or more pronounced reduction of IL-8 production (Figure. S4A) and
a secondary screen (Figure. S4B) identified five molecules (1G2 1313, 1G2 1338, 1G2_ 2886,
1G2 2889 and 1G2 2902) that lead to strong reductions of IL-8 induction in a reproducible fashion
(Table. 1 and Figure. S4B). The selected five molecules were further characterized using the
infection model described by Arya et al. (Arya et al., 2019) and the assays were repeated six times
to gain sufficient statistical power. To assess the impact of the molecules on T4SS-dependent 1L-8
induction, we subtracted the value corresponding to the control Acagl mutant strain, which serves
as the baseline for non T4SS-dependent IL-8 induction. We observed that 1G2 reduces IL-8
production to about 20% as compared to the wild type control without inhibitor. The five selected
molecules have varying effect on IL-8 production. Molecules 1G2 2886, 1G2 2889 and
1G2 2902 have comparable effects to 1G2, but 1G2 1313 and 1G2_1338 reduce IL-8 production
close to the background level of the Acagl mutant (Figure. 3).
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Figure 3: Quantification of the interleukin-8 production by AGS cells infected by H. pylori
strains after treatment with the 1G2 and its derivatives. AGS cells were infected by the strain
26695 that had been preincubated with 200 uM of 1G2 and its derivatives for 4 h and the amount
of secreted IL-8 was measured by ELISA. The T4SS dependent induction of IL-8 is displayed in
pg/ml (n=6 repetitions) and the value for strain Acagl were used as baseline. *p<0.01, ** p<0.001,

*#%p<(0.0005, Ordinary one-way ANOVA test

d. Differential scanning fluorimetry and docking suggest that 1G2 derivatives bind Caga.

To characterize the five selected 1G2 derivatives we first tested their binding to Caga using the
DSF approach as above. Molecules 1G2 1313, 1G2 2889 and 1G2 2902 increased the melting
temperature to a lower extent than 1G2, 1G2 2886 had a similar effect as compared to 1G2 and
1G2 1338 actually decreased the melting temperature (Figure. 4). We also conducted in silico
docking using Autodock Vina software (Trott and Olson, 2009). This approach enables a
computational prediction of the binding energies and the negative value obtained for 1G2 (-6.6
AG/mol) is consistent with its binding to Caga (Table. S3). The predicted binding energies for the
five 1G2 derivatives (1G2_1313, 1G2 1338, 1G2 2886, 1G2 2889 and 1G2_2902) had more
pronouncedly negative values (-9 to -10.2 AG/mol) suggesting that they may have higher affinities
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for Caga than 1G2. Whereas the DSF results are not consistent with higher affinity of the 1G2
derivatives to Caga the docking results suggest stronger binding and we tested their effects on
enzyme activity next.
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Figure 4. Melting temperature of Caga in the presence of ligands. Melting temperatures for
Caga were determined using differential scanning fluorimetry (DSF). One-Way ANOVA (multi-

comparison from 1G2), ns; non significant, *** p=<0.001, **** p<0.0001

e. Effect of 1G2 derivatives molecules on the ATPase activity of Cago.

Using the malachite green assay as above we assessed to which degree the five 1G2 derivatives
impact the enzymatic activity of Caga. We tested the inhibitors at varying concentrations and the
ICso value of molecule 1G2_1313 is similar to that of 1G2 (256 uM) (Fig. 5). In contrast, molecules
1G2 1338 (60 uM), 1G2 2886 (47.50 uM), 1G2 2889 (96 uM) and 1G2 2902 (85 uM) have
lower ICso values than 1G2. These results are consistent with the increased negative effects of these
derivatives observed in the IL-8 production assay (Figure. 3) and further support the notion that

these derivatives are more potent than 1G2.

84



IC50 : 256.2 (+ 0.8114) uM IC50 : 60.43 (+ 0.89) M IC50 : 47.50 (+ 0.93) uM

100 100~ -—

[ d

80 80 80

60+

[-2]
o
1
o
=]
1

% Activity
% Activity

Y
i

% Activity

40-

&
rd

20+

)
<

20+

0 T T T T T 1 0 T T T T T 10 T T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40 00 05 10 15 20 25 3.0 35

log [162_1313] log [1G2_1338] log [1G2_2886]
IC50 : 96.35 (+ 0.82) yM IC50 : 84.60 (+ 0.85) pM

100 100

80 80

;‘; 60 g 60
T °
< ] <

® 40 2 40

20+ } 20

0 | 0+

T T T T T
1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
log [1G2_2889] log [1G2_2902]

=N
o

Figure 5. Enzyme assays of Caga in the presence of molecule 1G2 and derivatives. Dose-
response curves of ATPase activity showing ICso values in the presence of 1G2 and its
derivatives 1G2 1313, 1G2 1338, 1G2 2886, 1G2 2889 and 1G2 2902 (concentration range:

5-2,500 uM). Experiments were conducted in triplicates.

/- 1G2 and derivatives affect the assembly of T4SS pili.

Finally, we tested the effects of 1G2 and its five derivatives on the physiology of the T4SS. AGS
cells were infected with H. pylori wild type strain 26695 that had been pre-incubated with 200 uM
of the molecules, followed by infection of 4 hours and analysis of the cells. First, the presence of
Cag proteins was analysed using western blotting to determine whether 1G2 and its derivatives
have negative impacts on T4SS expression or stability. We do not observe any significant and
reproducible effects on the amounts of the translocated virulence factor CagA or of the target Caga
suggesting that the inhibitors do not destabilize the T4SS (Figure. S5). Second, we used a recently
developed quantifiable approach to analyze the T4SS-dependent assembly of extracellular pili
using scanning electron microscopy (SEM) during AGS cell infection (Oudouhou et al, 2023)

85



(Figure. 6A). We observe on average of 17 (£8) T4SS pili on the wild type strain in the absence of
1G2 and very few on the T4SS-defective AcagV strain 1 (+2)(Figure. 6B). In contrast, in the
presence of 1G2 we observe on average 3(+3) T4SS-pili on the wild type strain and all 1G2
derivatives have similar strong inhibitory effects on pilus assembly (Figure. 6B). These results
confirm that 1G2 and its derivatives have strong negative effects on T4SS pilus assembly, and it

will be interesting to gain more detailed insights into the molecular mechanism of these molecules

in future.
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Figure 6: 1G2 and its derivates affect the number of T4SSpili during gastric cell infection.
AGS cells were preincubated with 1G2 and derivatives and infected with H. pylori. A) and B) The
T4SSpili were observed using scanning electron microscopy; the T4SS pili are identified with
white arrows. C) The T4SS pili were counted using ImageJ. The AcagV strain was used as negative
control. (n=16 bacteria from 2 different infections). ****: p<0.0001. **p<0.05, ns: non-significant,

Kruskal-Wallis ANOVA (multi-comparison from non treated)
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v.Discussion
The eradication therapies of H. pylori using antibiotics induce a high selection pressure leading to
the acquisition of antibiotic resistance that can be transmitted between different strains and other
members of the microbiome (Seo et al., 2019; Ye et al., 2020; Kakiuchi et al., 2021; Wang et al.,
2021; Katelaris et al., 2023). Targeting the nonessential virulence factors that the bacteria use to
infect the host is an alternative approach to reduce the pressure of selection induced by antibiotics
(Hilleringmann et al., 2006; Yang et al., 2021; He et al., 2022; Suerbaum et al., 2022; Sabino,
Cotter and Mantovani, 2023). In this study we have characterized the binding site of Caga inhibitor
1G2 using X-ray crystallography and mutagenesis suggesting a unique mechanism of inhibition
via a binding site that is distinct from the ATPase active site. X-ray analysis suggested that five
amino acids (D38, F39, K41, M42, R73) may form the 1G2 binding site. We mutated them in
individually and DSF as well as ATPase enzyme assays showed that F39 and R73 are critically
important, and that K41 and M42 also contribute to the binding of 1G2. These data suggest that we
have identified the 1G2 binding site and that it functions as an inhibitor of ATPase activity by not

directly interfering with substrate binding.

Based on the information gained on the inhibitor binding site we synthesized a series of 98 1G2
derivatives that may have improved binding to amino acids at the binding site and/or penetration
into the cells. We tested their toxicity for mammalian cells first to focus our efforts on molecules
that do not interfere with other metabolic pathways in mammalian cells (Ngo and Garneau-
Tsodikova, 2018). In the spirit of our overall anti-virulence strategy, we also validated that these
molecules are not toxic for H. pylori. We then screened the effects of 1G2 derivatives in a cell-
based infection assay monitoring IL-8 production as a readout of T4SS activity to identify more
potent anti-virulence molecules. Using this approach, we aimed at identifying 1G2 derivatives that
have increased potency for the inhibition of Caga and/or improved capacity to penetrate into the
cells. This strategy was informed by previously identified derivative 1G2#4 that was more active
as an inhibitor of Caga ATPase activity in vitro than 1G2 (ICso of 82 uM as compared to 196 uM),
but the molecule was inactive as an inhibitor of IL-8 production (Arya et al., 2019), likely due to

solubility issues. This molecule carries an additional methyl group that may form additional
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hydrophobic interactions with the carbon chain of K41. Using screening of IL-8 production instead
of inhibition of ATPase activity as a readout we avoided the identification of molecules like 1G2#4

that are more potent enzyme inhibitors, but inactive as inhibitors of the pathogen.

We then characterized the in vitro activity of the five molecules that have the strongest negative
effects on IL-8 production as compared to 1G2 (1G2 1313, 1G2_ 1338, 1G2 2886, 1G2 2889 and
1G2 2902). Interestingly, when we used DSF as an estimate for binding to the target Caga, none
of the molecules led to stronger positive shifts of the melting temperature than 1G2. This suggests
that the improved inhibitory activity in the IL-8 production assay is not necessarily due to stronger
binding to the target. Interestingly, molecule 1G2 1338 decreased the melting temperature in the
DSF assay suggesting that it may have a distinct effect on its target than 1G2. Analysis of the
effects of the 1G2 derivatives on Caga ATPase activity revealed that four of them are in fact more
potent inhibitors than 1G2 (1G2_1338: 60 uM, 1G2 2886: 47 uM, 1G2 2889: 96 uM, 1G2 2902:
85 uM). These values are in the range of what we observed previously for 1G2#4, and in addition
these molecules are potent inhibitors of IL-8 production reducing this readout of T4SS activity to
baseline level of a Cag protein deletion mutant in the case of 1G2_1338. In addition, like 1G2, the
five derivatives strongly reduce the production of extracellular T4SS pili suggesting that they share

the same overall mechanism of inhibition.

The molecules identified here are the result of a first round of synthesis in the context of a structure-
activity relationship (SAR) study and some are already more potent than 1G2 as enzyme inhibitors
or in the IL-8 inhibition assay. The results of this work will inform future rounds of optimization
by medicinal chemistry to synthesize molecules that have potential for development into drugs. In
addition, since these molecules are inhibitors of the assembly of extracellular T4SS pili they could
be applied for mechanistic studies of the T4SS assembly and translocation process. Small molecule
inhibitors could be applied to block T4SS at different stages of the infection process enabling us to
determine the time at which pilus assembly and effector translocation from H. pylori to mammalian

cells are required.
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supplementary Figure 1. Multiple sequence alignment of Caga/VirB11 homologs. Selected
Caga/VirB11 homologs from the T4SS of Agrobacterium tumefaciens C58, Brucella suis 1330,
pKM101

plasmids

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). The amino acids corresponding to the 1G2 binding

site on Caga are indicated in red and the ATPase active site is labelled green with a box.
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supplementary Figure 2. Crystal structures of the Caga-1G2 complex compared to
previously determined structures of Caga. A) Caga-1G2 complex (blue) and Caga-ADP
complex (red), PDB ID : 1G60; B) Caga-1G2 complex (blue) and Caga apoprotein structure (red),
PDB ID : INLZ; C) view from the of top of structure, Caga-1G2 complex (blue) and Caga

apoprotein (red). Arrows and red circles indicate structural changes in different parts of the protein.
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supplementary Figure 3: Design of 1 G2 analogs. Overview of the synthetic analogs designed to

probe the putative interactions between the 1G2 derivates and the various amino acids at the

binding site.
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supplementary Figure 4: Results of the screens of 1G2 derivatives. AGS cells were infected for
24h with H. pylori pre-incubated with 200 uM of molecules and the amounts of secreted IL-8 were
measured by ELISA A) the first screening was done twice with duplicates, only a single set of
results is presented due to significant standard deviation observed in certain molecules, resulting
in an unreadable graph, pg/mL B) The results of the IL-8 quantification were analyzed by pairs
comparing the non-treated result (100% induction) with the treated results (triplicates). The AcaglV

strain was used as negative control and analyzed using the strain 26695.
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supplementary Figure 5: Expression of Cag protein during AGS cells infection with or

without treatment with 1G2 and its derivatives. Cell lysates of H. pylori strains were separated
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Strain AcagV 26695
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by SDS-PAGE, followed by western blotting with specific antisera. CagA and Caga proteins were

detected using specific antibodies and actin was used as a loading control. Representative results

from four repetitions are shown.
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supplementary Table 1: Primers for the creation of 1G2 binding site mutants

PRIMER'S

CODON | AA | PRIMER5' to 3'
NAME
cagalpha D38A F | GAT- GAAGAACTTTTTGGTGCGTTTTTAAAAATGGAA
cagalpha D38A R |>GCG DIsA TTCCATTTTTAAAAACGCACCAAAAAGTTCTTC
cagalpha F39A F | TTT- GAACTTTTTGGTGATGCGTTAAAAATGGAAAAT
cagalpha F39A R |>GCG A TCCATTTTTAACGCATCACCAAAAAGTTC
cagalpha K41A F | AAA- TTTGGTGATTTTTTAGCGATGGAAAATATCACT
cagalpha K41A R | >GCG A I GTGATATTTTCCATCGCTAAAAAATCACCAAA
cagalpha M42A_F | ATG- GGTGATTTTTTAAAAGCGGAAAATATCACTGAG
cagalpha M42A R | >GCG Ma2A CTCAGTGATATTTTCCATTTTTAAAAAATCACC
cagalpha F68A F | TTT- GGCGAATGGCAACCAGCGGATGTGAGAGACAGG
cagalpha F68A R |>GCG FosA CCTGTCTCTCACATCCGCTGGTTGCCATTCGCC
cagalpha R73A_F | AGG- CAGGCTAAAGGCTTTCGCGTCTCTCACATCAAA
cagalpha R73A R | >GCG R4 TTTGATGTGAGAGACGCGAAAGCCTTTAGCCTG
cagalpha R73K F | AGG- | R- CAGGCTAAAGGCTTTTTTGTCTCTCACATCAAA
cagalpha R73K_R |>AAA | 73K [ TTTGATGTGAGAGACAAAAAAGCCTTTAGCCTG
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supplementary Table 2: X-ray data collection and refinement statistics.

PDB

Cago-1G2
Resolution range 38.5 -2.9(3.00 -2.90)
Space group P6322
Unit cell 112.075 112.075 231.006 90 90 120
Total reflections 165306
Unique reflections 18083 (1737)
Multiplicity 5.2
Completeness (%) 92.4 (90.74)
Mean I/sigma(l) 7.4(2.4)
Wilson B-factor 45.43
R-merge 0.12
R-pim 0.08
Reflections used in refinement 18049 (1734)
Reflections used for R-free 976 (92)
Ryvort/ Riree 0.230(0.313) / 0.278 (0.423)
Protein residues 646
RMS (bonds) 0.012
RMS (angles) 1.59
Ramachandran favored (%) 95.1
Ramachandran allowed (%) 4.59
Ramachandran outliers (%) 0.31
Clashscore 3.87
Average B-factor 46.27
Coordinate error 0.203
6BGE
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supplementary Table 3: Docking of derivatives of molecule 1G2 with target Caga. Binding

energy is shown as kmol/mol as calculated by Autodock Vina software.

Molecule Binding energy (AG/mol)
1G2 -6.6

1G2_1313 -10.2

1G2_1338 -9

1G2_2886 -9.4

1G2_2889 -9.4

1G2_2902 -9.6
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supplementary Table 4: List of 1G2 derivatives created by medicinal chemistry. Structures,

composition, names assigned after synthesis, numbers, AGS cell cytotoxicity and inhibition of H.

pylori 26696 growth.

Cells 26695 growth
Structure Composition UM# Name
cytotoxicity inhibition
N\ 0.
\U o | C14H13NO3 UMO0141311-01 #1311 None None
/N 0. O
@/Qj/ on CI8HI3NO3 UMO0141312-01 #1312 None None
o /N 0.
)k N | o | C14H12N204 UMO0141313-01 #1313 None None
/O /N 0O
U o | CI3HIINO4 UMO0141314-01 #1314 None None
F. /N 0.
~ | o | C12H8FNO3 UMO0141315-01 #1315 None None
/N O.
q on | C12H8FNO3 UMO0141316-01 #1316 None None
/N 0.
~ | o | CI6HIINO3 UMO0141317-01 #1317 None None
%" CI8HI3NO3 UMO0141318-01 #1318 None None
g
D/ \©\’( C12H8CINO3 UMO0141319-01 #1319 None None
g’/ \©\K C13H8F3NO3 UMO0141320-01 #1320 None None
CI3HSF3NO3 UMO0141320-02 #1320-02 | None None




. CI3HIINO4 | UMO141321-01 | #1321 | None None
N |N \©\"/OH
=~ ° !
! o | CI3HSF3NO3 | UMO0141322-01 | #1322 | None None
R o. N -
F X
/©/ L . |ciomioN203 | UMol41323-01 | #1323 | None None
N\ S
» | CI2HONO2S | UM0141324-01 | #1324 | None None
= |N °
~ @\( CI3HIINO3 | UMO0141325-01 | #1325 | None None
/ O.
| | c12H9NO3 UMO141326-01 | #1326 | None None
_ _. | c12n9N03 UMO141326-02 | #1326-02 | None None
\N| Q
/N| ° CI3HIINO3 | UMO0141327-01 | #1327 | None None
\ OH
g
s \©\“/ CISHISNO3 | UMO0141328-01 | #1328 | None None
P N
/ 0.
|N o | CI3HIINOA4 UMO0141331-01 #1331 None None
NN
A CIGHIINO3 | UMO0141332-01 | #1332 | None None
. ﬁ@\(
N\ 0.
P _ | CI7THI3NO3 | UM0141333-01 | #1333 | None None
= |N -
CISHION203 | UMO141334-01 | #1334 | None None
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0 ° X
*QU\KW CI14H12N204 | UMO0141335-01 #1335 None None
(o) N\
| _ on | C12HONO3 UMO0141336-01 #1336 None None
~ on | CI2ZH9NO3 UMO0141336-02 #1336-02 | None None
. I~
/ 0.
|N o C13HIINO3 UMO0141337-01 #1337 None None
~ ~
/N 0.
| o C14H13NO3 UMO0141338-01 #1338 None None
~ ~
/ O.
I .| C14H13NO3 UMO0141339-01 | #1339 None None
S ~
HO\@\ /@)‘\OH C13H1004 UMO0141340-01 #1340 None None
. s /@)‘\% CI13H8F3NO3 UMO0141341-01 #1341 None None
N | )
©\/©)‘\0H C13H1003 UMO0141342-01 #1342 None None
@21\"“ CI13H1003 UMO0141343-01 #1343 yes None
I
/@AK"” CI12H16N202 UMO0141344-01 #1344 None None
.
(o]
N/\N C10H8N202 UMO0141345-01 #1345 None None
—
OH
C11H10N202 UMO0141346-01 #1346 None None




_ ﬁv©)\ C15HI2N202 | UM0141347-01 #1347 None None
N/ .
= T | CIIHSN202 | UM0141348-01 | #1348 | None None
=
@\ | N X O o | C14HI11NO3 UMO0141349-01 #1349 None None
Q N/ —
(©/§O C10H9N302 UMO0141350-01 #1350 None None
N/“§ _
;/D)K% C11HI3NO3 UMO0141351-01 | #1351 None None
[ o
O Q)k “ | C16H22N204 | UMO0141353-01 #1353 None None
T 1
L C12H9NO3 UMO0016477-03 | #6477-03 | None None
-
/‘ d CI13HI0CINO3 | UM0142886-01 | #2886 None None
\N Q nc.)
Q /@5‘\ CI3HI0CINO4 | UM0142887-01 | #2887 None None
\n \N Q Om
/| /@ CI3HI0CINO3 | UM0142888-01 | #2888 yes None
\N Q gl
‘\N /@EL CI13HI0CINO3 | UM0142889-01 | #2889 none None
= Q Om
= | o | CI3HIOCINO3 | UM0142890-01 | #2890 Yes None
\N Q gl
F | on | C12H8CINO3 UMO0142891-01 #2891 none None
\N Q ol




F i | O : | e | C12H7F3N203 | UMO0142892-01 #2892 none None
7 /@i‘\w C14H13NO3 UMO0142893-01 #2893 none None
\N ‘ o
7 /@i‘\w C14HI3NO3 UMO0142894-01 #2894 none None
\N ‘ Q

Ny /dOH C14HI3NO3 UMO0142895-01 #2895 none None
2

F on | C14H13NO3 UMO0142896-01 #2896 none None

\N | Q

= on | C13H11INO3 UMO0142897-01 #2897 none None

\N | Q
A ° S o | C13H1INO3 UMO0142898-01 #2898 none None

Y

PN AN o | CI3HIINO4 UMO0142899-01 #2899 none None
oy

ZXE” NS N o | C13H8F3NO3 UMO0142900-01 #2900 none None

\j/ | Z _

S N o | C13H1INO3 UMO0142901-01 #2901 none None
| " | Z _

o S o | C13H1INO3 UMO0142902-01 #2902 none None
| " | Z .

= O\(j)‘\w CI13H1INO3 UMO0142903-01 #2903 none None

Savs
> C12H9NO3 UMO0142904-01 #2904 none None
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)‘\CE s CI4HI3NO4 | UMO0142905-01 | #2905 | none None
° =
[
*@E 7SS | CI4HIBNOS | UMO142906-01 | #2906 | mone None
° =
1
0. N\
i | CI4HI3NO3 | UMO0142907-01 | #2907 | none None
Y
N
J\Q U CI4HI3NO4 | UM0142908-01 | #2908 | none None
J\/@UX CI4HIOF3NO3 | UMO0142909-01 | #2909 | none None
@ M CI4HI3NO3 | UMO0142910-01 | #2910 | none None
Um CI4HI3NO3 | UMO0142911-01 | #2911 | none None
OH
‘ CI4HI3NO3 | UMO0142912-01 | #2912 | none None
\ 0
(o)
0. N\
W@ CI3HIINO3 | UMO0142913-01 | #2913 | none None
/Q CITHI3NO3 | UMO0142914-01 | #2914 | none None
>‘\©/ CI17HI0F3NO3 | UMO0142915-01 #2915 yes None
\ OH
\(j\ o | CITHI3NO3 | UM0142916-01 | #2916 | None None
\N 0
CI3HIOFNO3 | UMO0142917-01 | #2917 | None None
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_ _ CI3HI0FNO4 | UMO0142918-01 #2918 None None
L1000
~ /@I\W C13H7F4NO3 UM0142919-01 #2919 None None
F .
= o | C13HI0FNO3 UM0142920-01 #2920 None None
\N ‘ Q E
Y /@OH CI13HI0FNO3 | UM0142921-01 #2921 None None
L :
F on | C1I3HIOFNO3 | UM0142922-01 #2922 None None
\N | Q E
Z on | C12H8FNO3 UMO0142923-01 #2923 None None
\N | Q E
o ~ C14HI3NO3 UMO0142924-01 #2924 None None
O/EN;\
o AN C14H13NO4 UMO0142925-01 #2925 None None
L
HO)I\@i W | C14H13NO3 UMO0142926-01 #2926 None None
o Xy
o W C14HI3NO3 UMO0142927-01 #2927 None None
(o] \ |
HOJ\@i w | C14HI3NO3 UMO0142928-01 #2928 None None
S
o W CI13H1INO3 UMO0142929-01 #2929 None None
CI13H10FNO3 UMO0142930-01 #2930 None None
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J\@i /Ej\ C13H10FNO4 UMO0142931-01 #2931 None None
~
Ho o~ C13H7F4NO3 UMO0142932-01 #2932 None None
_ .
HO)‘\@F W C13H10FNO3 UMO0142933-01 #2933 None None
Q \ |
HDJ\@ — CI3HIOFNO3 UMO0142934-01 #2934 None None
]
HOJ\@F N | C13H10FNO3 UMO0142935-01 #2935 None None
S
o W C12H8FNO3 UMO0142936-01 #2936 None None
P
C15H15NO3 UMO0142940-01 #2940 None None
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IV. Conclusion et discussion

Le monde fait face a une pandémie silencieuse qui est la résistance aux antibiotiques. Afin de
contrecarrer ces résistances, il est urgent de trouver de nouvelles approches thérapeutiques. Depuis
30 ans, aucun nouvel antibiotique n'a ét¢ mis sur le marché, mais la prolifération des résistances
aux antibiotiques accélere (163,182,183). L'utilisation inappropriée des antibiotiques, le surdosage
ou sous-dosage et le manque d'innovation ont entrainé au cours des dernieres décennies un véritable
probléme dans les milieux hospitaliers (163,184,185). Les prédictions de I'organisation mondiale
de la santé par rapport au défi du traitement d'infections bactériales dans les 10 prochaines années
sont alarmantes. C'est pourquoi il faut trouver de nouveaux antibiotiques et aussi des alternatives
thérapeutiques (186). Des vaccins, la thérapie aux bactériophages ou encore les remedes ancestraux
sont ¢étudiés depuis plusieurs années, mais ce genre de thérapies fait face a de nombreuses
limitations (138). La montée de la bio-informatique, de 1’arrimage moléculaire et de la biologie
structurale permettent I’invention de nouvelles formes de thérapie. Au lieu de cibler les fonctions
essentielles pour la bactérie, on peut également cibler les outils que la bactérie utilise pour infecter
I’hote. L'utilisation de petites molécules inhibitrices de facteurs de virulence pourrait étre une

nouvelle forme de thérapie (152,156,187).

Dans cet esprit, nous avons ¢€laboré¢ un projet comprenant le design d'une nouvelle famille de
molécules anti-facteurs de virulence. Nous avons ciblé H. pylori, une bactérie responsable de
maladies gastriques séveres qui est la bactérie pathogene la plus répandue chez l'humain
(63,188,189). Cette bactérie possede de nombreux facteurs de virulence, dont certains reconnus
comme ¢étant responsables des maladies gastriques séveres telles que les ulcéres de 1’estomac ou le
cancer de I’estomac. Il a été reconnu que I'un de ces facteurs de virulence, le SST4, est impliqué
dans l'apparition de maladies gastriques en permettant 1’injection de CagA, la premiere protéine
bactériale oncogene identifiée (20). Malgré sa similarit¢ aux SST4 d’autres especes, il est
intéressant de noter que le SST4 de H. pylori reste unique comprenant de nombreuses protéines
essentielles pas présentes dans d’autres SST4. Une protéine trés bien caractérisée est Caga, il s'agit
d'une ATPase identifiée dans les années 2000 qui est un homologue de VirB11. Cette protéine est
un hexameére et se situe au niveau de la membrane interne de la bactérie. Cette protéine a déja été
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1'objet d'études pour le design de molécules inhibitrices, cependant ces recherches ne semblent plus
en cours (169). Cependant, Caga serait une cible privilégiée pour le design de molécules

inhibitrices car elle reste spécifique a H. pylori.

Dans nos travaux, nous avons démontré que I’utilisation de petites molécules pour inhiber la
fonction d’un facteur de virulence est possible. Apres I’identification de 1G2 par Arya et al, comme
potentielle molécule inhibitrice de Caga, nous avons caractérisé son mécanisme d’inhibition en
combinant 1’observation in vitro de son effet sur Caga purifiée ainsi que sur un modele d’infection

de cellules gastriques humaines.

Premiérement, 1G2 a été testée sur des souches cliniques issues de biopsies gastriques. Il y a une
grande variabilité¢ génétique entre souches de H. pylori et elles ne possédent pas toutes un SST4
complet et fonctionnel. Donc 1’étude de 1G2 et de ses dérivées sur des souches identifiées en
clinique pourrait démontrer leur potentielle utilisation pour le traitement de patients. Nous avons
testé 1G2 sur des souches résistantes a au moins un antibiotique de premicre ligne. Nous avons
aussi déterminé par PCR la présence du cagPAI. En utilisant les techniques de microscopie
¢lectronique et la quantification d’IL-8, un marqueur d’inflammation, nous avons identifi¢ une
souche #3793 qui montrait la méme réponse a 1G2 que la souche de laboratoire 26695. En effet,
nous avons observé que 1’induction d’IL-8 était significativement réduite comparée aux résultats
sans traitement et le SST4 n’était pas visible en microscopie. De facon intéressante, deux des
souches identifiées comme possédant le cagPAl, ne répondaient pas au traitement avec 1G2 comme
la souche 26696. Aucun effet sur I’induction des I1-8 n’a été observé. L’analyse des images de
microscopie ¢lectronique a balayage (SEM), montrait que les souches ne présentaient pas de SST4.
Ceci a mené a I’hypothése que ces souches, malgré la présence du cagPAI, ne possédaient pas un
SST4 avec un pilus extracellulaire. Une autre souche qui a attiré notre attention induisait les IL-8
méme en présence de 1G2. Apres le séquencage du géne de Caga, nous avons observé que cette
souche porte une mutation au niveau du site de liaison de 1G2, avec R73 remplacée par une K.

Cette mutation pourrait expliquer le fait que 1G2 ne soit pas actif sur cette souche.

Ensuite, nous avons utilisé différentes techniques in vitro afin de caractériser le mécanisme

d’inhibition de 1G2. Utilisant le differential scanning fluorimetry (DSF) en complément de
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I’évaluation de ’activité ATPase de Cago, nous avons identifié les résidus du site de liaison de
1G2 les plus importants pour 1’effet de 1a molécule. Les modifications des résidus F39, K41, et
R73 ont mené a une perte de liaison de 1G2 en DSF. L’activit¢ ATPase de Caga de ces mutants

n’est pas affectée par 1G2 ce qui est consistant avec son interaction non compétitive avec Caga.

Basée sur ces observations et 1’étude de molécules similaires a 1G2 faite par Arya et al, la création
d’une librairie de molécules dérivées de 1G2 a été effectuée par chimie médicinale. Le but de ces
travaux était de créer des molécules ayant une meilleure efficacité¢ sur Caga et H. pylori. La
sélection des molécules a ¢été réalisée en utilisant le modele d’infection cellulaire décrit par Arya
et al (176). Des cellules gastriques humaines ont été infectées par une souche de laboratoire de
phénotype sauvage de H. pylori, pré-incubée avec une des molécules de la librairie. L’induction
des IL-8 a ensuite été quantifiée en utilisant un kit ELISA. Parmi les 96 molécules créées, cinq
(1313, 1338, 2886, 2889 et 2902) présentaient un bon potentiel inhibiteur. En effet, dans le mod¢le
d’infection, ces cinq molécules réduisaient I’induction des IL-8 plus fortement que 1G2. L’analyse
des images de microscopie ¢électronique a balayage de l'infection a montré que la préincubation de
H. pylori avec les molécules induit une perte de 1'assemblage du pilus extérieur du SST4. De plus,

I'étude in vitro a montré une interaction forte entre les molécules et la cible.

Basée sur ces observations, nous proposons que les molécules 1G2 en interagissant avec Caga
inhibent I'assemblage du cagSST4. En effet les molécules se fixent entre deux monomeéres de Caga,
induisant un changement de la conformation hexamerique et la formation de quadrirémes et
triméres de Caga (176). Nous proposons que la perte de la conformation naturelle de Caga serait a
I’origine de I’inhibition de l'assemblage du cagSST4 et du pilus extérieur. Par conséquent, la
virulence est grandement diminuée car CagA ne peut pas étre injecté dans les cellules épithéliales
et donc ne peut pas interférer avec les voies métaboliques des cellules de 1’hote (52,190).
L’interaction des molécules inhibitrices avec Caga entraine une cascade de réactions qui résulte de

I’inhibition du systéme entier du SST4, empéchant 1’injection de CagA.

Afin de poursuivre cette étude, il serait intéressant d'utiliser des méthodes d'identification de
structures a haute définition comme la Cryo-EM (cryo electron microscopy), qui permet la

visualisation des interactions molécules - protéines (191,192). De plus, nous connaissons
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maintenant le site de liaison de 1G2 et nous avons créé une librairie de molécules dérivées en
utilisant la chimie médicinale, mais cette technique prend du temps et la synthése des molécules
n’est pas toujours possible. Il serait intéressant d’utiliser des méthodes comme 1’arrimage
moléculaire ou d’intelligence artificielle afin de créer des molécules a forte affinité avec la cible

(187).

Toutes nos observations montrent un effet de 1G2 et ses dérivés sur I’ensemble the SST4. Afin
d’approfondir notre compréhension du mécanisme, il faudra tout d’abord effectuer une évaluation
de la translocation de CagA qui est phosphorylée apres sa translocation dans les cellules gastriques
(55,190,193,194). Afin d’obtenir des résultats optimaux, une immunoprécipitation est la plus
efficace (195-197). De plus en utilisant la microscopie immuno-¢lectronique, on pourrait localiser
CagA ainsi que les points d’intéraction entre le SST4 et les cellules gastrique (198-200). En
complément, il serait intéressant d’utiliser la microscopie électronique en volume qui permet par

tranche des échantillons d’obtenir un modéle 3D d’un échantillon (201).

Enfin, les molécules dérivées de 1G2 devraient étre testés sur les souches cliniques disponibles
dans notre base de données et plus particulierement la molécule 1338 sur la souches clinique #3822

afin de vérifier si la mutation observée est responsable de la résistance contre 1G2.

Une suite potentielle a I'étude de nos molécules serait d’analyser les effets chez un modéle animal
comme la gerbille utilisée en tant que modele pour ’infection par H. pylori (202,203). 1 serait
¢galement intéressant de regarder les effets des molécules sur différents stades d'infection chez
I’animal, de déterminer le meilleur moment pour utiliser ces molécules et ses effets sur le
microbiome en comparaison avec une thérapie d’éradication avec antibiotiques. De plus, le modéle
animal permettrait de voir les potentielles synergies entre molécules inhibitrices de Caga et/ou avec

les traitements antibiotiques déja mis en place.

En conclusion, nous avons démontré qu’il est possible d’inhiber spécifiquement un facteur de
virulence chez H. pylori avec une petite molécule organique. A partir de cette molécule, nous avons

créé une librairie de molécules dérivées également efficaces. Nos observations ouvrent la voie a
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d’autres études sur les molécules anti-facteur de virulence et le potentiel de celles-ci pour une

utilisation thérapeutique contre les infections bactériennes.
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