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Résumé

Depuis I’antiquité, ’homme a su exploiter la diversité de son environnement pour ses besoins quotidiens
(se nourrir, soulager ses souffrances physiques...) se basant sur des ingrédients naturels. Cette thése
porte plus particulierement sur 1’étude et la valorisation de pharmacopées anciennes a travers des outils
technologiques modernes. Dans un premier temps, des arguments en faveur d’une rationalité¢ dans leur
¢laboration ont été rassemblés et analysés. Deux remédes issus de la pharmacopée médiévale arabe et
prescrits contre des infections cutanées ont été étudiés. Le premier, simple et a base de métaux, a montré
une synergie d’action a la fois antibactérienne contre les bactéries d’E. coli, P. aeruginosa et S. aureus,
et anti-inflammatoire. Cette synergie est probablement 1’une des clés de I’efficacité de ces thérapies
anciennes. Le deuxiéme, encore en cours d’étude, nous a permis de lancer des études sur le pouvoir
chélateur de fer de ces remedes : certains ingrédients peuvent en effet priver les bactéries de fer, élément
essentiel a leur survie. Enfin, dans une perspective de stratégie de vectorisation, nous avons étudié par
microscopie confocale, les propriétés de liaison d’aptameres aux bactéries PAOL, E. coli et S. aureus.
Les aptameres sont des oligonucléotides ADN ou ARN simple brin, considérés comme alternatifs aux
anticorps. Nous avons identifié deux aptameres (issus de la littérature) liant respectivement les bactéries
PAOL et E. coli. L’un de ces aptaméres permet de discriminer les PAO1 de S. aureus. Une perspective
directe et concréete de mon projet sera de vectoriser les molécules actives issues des remedes sélectionnés
et étudiés dans cette these, apres leur fractionnement, grace a des aptameres.

Mots clefs : Antibiorésistance, aptameres, bactéries pathogenes, pharmacopée médiévale arabe.

Abstract

Throughout history, humans have always known how to exploit the diversity of the environment for
daily needs (to feed themselves, to relieve their suffering...), based on therapeutic remedies. This thesis
specifically focuses on the study and valorization of ancient pharmacopoeias using modern technological
tools. Firstly, arguments in favor of a rationale in their formulation have been gathered and analyzed.
Two remedies derived from medieval Arab pharmacopoeia and prescribed for skin infections were
studied. The first one, simple and metal-based, demonstrated a dual action as antibacterial against E.
coli, P. aeruginosa, and S. aureus bacteria and as anti-inflammatory. This synergy is likely one of the
keys to the effectiveness of these ancient therapies. The second remedy, still under study, enabled us to
initiate research on the chelating power of iron of these remedies: certain ingredients can indeed deprive
bacteria of iron, an essential element for their survival. Finally, in the context of a vectorization strategy,
we investigated, using confocal microscopy, the binding properties of aptamers to PAO1, E. coli, and S.
aureus bacteria. Aptamers are single-stranded DNA or RNA oligonucleotides, considered as alternatives
to antibodies. We identified two aptamers (from the literature) that respectively bind to PAO1 and £.
coli bacteria. One of these aptamers allows to discriminate between PAO1 and S. aureus. A concrete
perspective of my project will be to vectorize the active molecules derived from the selected and studied
remedies in this thesis, after their fractionation, using aptamers.

Keywords: Antibiotic resistance, aptamers, medieval Arab pharmacopoeia, pathogen bacteria.



Liste des abréviations

(PbCO:s)2:-Pb(OH); : Carbonnate de plomb (II)
hydroxyde de plomb (1)

3D : Tridimensionnelle

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNc : Acide désoxyribonucléique
complémentaire

ADNdb : Acide désoxyribonucléique double
brin

ADNsb : Acide désoxyribonucléique simple
brin

Al568 : Alexa fluor 568

ALOF + COMA A : Extrait d’acétate d’éthyle
du mélange d’Aloe ferox et Commiphora
abyssinicae

ALOF + COMA D : Extrait de
dichlorométhane du mélange d’Aloe ferox et
Commiphora abyssinicae

ALOF + COMA EH : Extrait d’eau/éthanol du
mélange d’Aloe ferox et Commiphora
abyssinicae

ALOFA : Extrait d’acétate d’éthyle d’Aloe
ferox

ALOFEH : Extrait d’eau/éthanol d’Aloe ferox
AMC : Composé d’amoxicilline et acide
clavulanique

AmiC : Aptamer-miRNA conjugates

AMPs : Peptide antimicrobiens

Ar : Argent

ARN : Acide ribonucléique

ARNmMm : Acide ribonucléique messager
ARNmi : Mico ARN

ARNTr : Acide ribonucléique ribosomique
ARNEsi : Petit acide ribonucléique intérférent
ARNTt : Acide ribonucléique de transfert

AS;S; : Arsenic trisulfide

AS4S4 : Tetraarsenic tetrasulfide

AsiCs : Aptamer-siRNA conjugates

ATP synthase : Adénosine Tri-Phosphate
synthase

Au : Or

BHI : Brain Heart Infusion

Bi : Bismuth

BSA : Albumine de sérum bovin

C. striatum : Corynebacterium striatum
CFDA : China Food and Drugs Adminitration
CH;Cl; : Dichlorométhane

CMLI : Concentration minimale inhibitrice

COMAA

Commiphora abyssinicae

Extrait d’acétate d’éthyle de

COMAD : Extrait de dichloromethane de
Commiphora abyssinicae
COMAEH : Extrait d’eau/éthanol de

Commiphora abyssinicae

Covid-19 : Maladie a coronavirus 2019

Cu : Cuivre

Cu(CO;CH3); ou CuAc : Acétate de cuivre
Cuz0 ou CuO : Oxyde de cuivre

CuCa : Carbonate de cuivre

CuSOy: Sulfate de cuivre

CyS5 : Cyanine 5

Da : Unité de masse atomique unifiée ; dalton
DAPI : 4'6-diamidino-2-phénylindole

DARQ : Diarylquinoléines

DMLA : Dégénérescence Maculaire Licée a
I’Age

DO: Densité optique

DPBS: Dulbecco's phosphate-buffered saline
E. coli : Escherichia coli

EDTA : Acide ¢éthylene Diamine Tétra-
Acétique

EGFR : Récepteur du facteur de croissance
épidermique

ELONA : Tests enzymatiques

d’oligonucléotides



ESBL : Béta-lactamase a spectre <¢tendu
(Extended-Spectrum Beta-Lactamases)
EtOAc : Acétate d’¢thyle

EtOH : Eau / Ethanol

FDA : Food and Drug Administration

Fe : Fer

Fe,0s . Oxyde ferrique

FeSO, : Sulfate de fer

FITC : Isothiocyanate de fluorescéine

GFP : Green Fluorescent Protein

Hg : Mercure

Kd : Constante de dissociation

LB : Lysogeny Broth Lennox

LNA: Acide nucléique bloqué (Locked
Nucleic Acids)

MgCl; : Chlorure de magnésium

MH II : Mueller Hinton II

MMF : Mycophénolate mofétil

NaCl : Chlorure de sodium

NaN; : Azoture de sodium

NP : Nanoparticules

OMS : Organisation mondiale de la sant¢
ON: Over night

P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa
Tris-Hel : Tris(hydroxymethyl)aminomethane
hydrochloride

Zn : Zinc
ZnO : Oxyde de zinc

PAO1: Pseudomonas aeruginosa ATCC15692
Pb: Plomb

PbO : Oxyde de plomb

PBP : Protéine de liaison a la pénicilline
(Penicillin Binding Protein)

PBS : Phosphate buffered saline

PbS : Sulfate de plomb

PCR : Amplification en chaine par polymerase
(Polymerase Chain Reaction)

PEG : Polyéthyléne glycol

PFA : Paraformaldehyde

QD : Quantum Dots ou points quantiques
RBD : Domaine de liaison au récepteur

RT : Reverse transcriptase

S : Soufre

8. aureus : Staphylococcus aureus

8. epi : Staphylococcus epidermidis

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

SELEX : Evolution systématique de ligands
par enrichissement exponentiel (Systematic
Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment)

SM : Succinate Media

TB : Tuberculose

VGEF : Facteur de croissance vasculaire

(Vascular Endothelial Growth Factor)



Liste des figures

FIGURE 1 : STRUCTURE D’UNE CELLULE BACTERIENNE. 4
FIGURE 2 : DIFFERENCE DE LA STRUCTURE DE LA PAROI CELLULAIRE DES BACTERIES ----4
FIGURE 3 : LES PRINCIPAUX MECANISMES D’ACTION DES ANTIBIOTIQUES. 5
FIGURE 4 : UNE CHRONOLOGIE DE L'EVOLUTION DES ANTIBIOTIQUES. 6
FIGURE 5 : ILLUSTRATION REPRESENTANT LES DIFFERENTS MECANISMES DE

L'ANTIBIORESISTANCE. 8
FIGURE 6 : SCHEMA ILLUSTRANT LE PROCESSUS DE LA TRANSCRIPTION DE L’ ADN DOUBLE

BRIN EN ARNM SIMPLE BRIN. 31

FIGURE 7 : ILLUSTRATION SCHEMATIQUE DES DIFFERENTES STRUCTURES D’APTAMERES.
33
FIGURE 8 : SCHEMA ILLUSTRANT LE PROCESSUS D’UN SELEX D’APTAMERES CIBLANT DES

BACTERIES. 36
FIGURE 9 : SCHEMAS ILLUSTRANT LE CELL-SELEX. 38
FIGURE 10 : LES DIFFERENTES MODIFICATIONS AU NIVEAU DE LA POSITION 2’ DU SUCRE.

40
FIGURE 11 : STRUCTURE DES APTAMERES MIROIRS, SPIEGELMERS, AVEC L-
DESOXYRIBONUCLEOTIDE (L-ADN). 41

FIGURE 12 : STRUCTURES CHIMIQUES DES LNA (FIGURE DU HAUT) ET SCHEMA
REACTIONNEL DE LA CONJUGAISON DE L'APTAMERE A UN POLYETHYLENE GLYCOL

(PEG) DE 40 KDA A L’EXTREMITE 5’ DE L’ APTAMERE (FIGURE DU BAS). -------xnnnmeeee- 42
FIGURE 13 : SEQUENCE DU PEGAPTANIB ET STRUCTURE SECONDAIRE PREDITE. ------------ 43
FIGURE 14 : DISPOSITION DE LA PLAQUE DE 96 PUITS POUR LE TEST DES EXTRAITS DES

PLANTES SUR LA CROISSANCE DES BACTERIES. 58
FIGURE 15 : DISPOSITION DE LA PLAQUE DE 96 PUITS POUR LE TEST DES CHELATEURS DE

FER SUR LA CROISSANCE DES BACTERIES. 58
FIGURE 16 : SPECTRES D'ABSORPTION ET D'EMISSION DE FLUORESCENCE

CARACTERISTIQUES DES FLUOROPHORES UTILISES DANS NOS ETUDES. --------nnnnnnnnv 62

FIGURE 17 : SCHEMA EXPLICATIF DU TEST QUALITATIF, EFFECTUE SUR BOITE DE PETRI. 98
FIGURE 18 : RESULTATS DES TESTS DES EXTRAITS DE PLANTES (500uG/1,5MG/5SMG) SUR

GELOSE CONTENANT LE BHI, CONTRE LES DIFFERENTES BACTERIES PATHOGENES.
100
FIGURE 19 : RESULTAT DU TEST DE L’EXTRAIT DE PLANTE ALOFA SUR LES DIFFERENTES

BACTERIES. 102
FIGURE 20 : RESULTAT DU TEST DE L’EXTRAIT DE PLANTE ALOFEH SUR LES DIFFERENTES
BACTERIES. 103

FIGURE 21 : RESULTAT DU TEST DE L’EXTRAIT DE PLANTE COMAA SUR LES DIFFERENTES
BACTERIES. 103




FIGURE 22 : RESULTAT DU TEST DE L’EXTRAIT DE PLANTE COMAEH SUR LES DIFFERENTES

BACTERIES. 104
FIGURE 23 : RESULTAT DU TEST DE L’EXTRAIT DE PLANTE COMAD SUR LES DIFFERENTES
BACTERIES. 104
FIGURE 24 : RESULTAT DU TEST DE L’EXTRAIT DE PLANTE ALOF + COMA A SUR LES
DIFFERENTES BACTERIES. 105
FIGURE 25 : RESULTAT DU TEST DE L’EXTRAIT DE PLANTE ALOF+COMA EH SUR LES
DIFFERENTES BACTERIES. 105
FIGURE 26 : RESULTAT DU TEST DE L’EXTRAIT DE PLANTE ALOF+COMA D SUR LES
DIFFERENTES BACTERIES. 106
FIGURE 27 : TEST DES DEUX FORMES DU CUIVRE CONTRE LES TROIS SOUCHES
PATHOGENES C. STRIATUM, S. AUREUS ET S. EPIDERMIDIS. 108
FIGURE 28 : STRUCTURES CHIMIQUES DES QUATRE CHELATEURS DE FER ETUDIES ;
DEFEROXAMINE, DEFERIPRONE, EXJADE ET NOCARDAMINE. 111

FIGURE 29 : SCHEMA EXPLICATIF DES TESTS DE LIAISON DES APTAMERES AUX BACTERIES.
120
FIGURE 30 : TEST DE LIAISON DE L’APTAMERE F23 SUR LES SOUCHES PAO1, E. COLI MG1655

ET S. AUREUS HG0O1. 121
FIGURE 31 : TEST DE LIAISON DE L’APTAMERE P1231 SUR LES SOUCHES PAOI, E. COLI
MG1655 ET S. AUREUS HG001. 123
FIGURE 32 : TEST DE LIAISON DE L’APTAMERE E2 SUR LES SOUCHES PAOI, E. COLI MG1655
ET S. AUREUS HG0O1. 124
FIGURE 33 : TEST DE LIAISON DE L’APTAMERE A14 SUR LES SOUCHES PAO1, E. COLI MG1655
ET S. AUREUS HG001. 126
FIGURE 34 : TEST DE LIAISON DE L’APTAMERE SA23 SUR LES SOUCHES PAOI, E. COLI
MG1655 ET S. AUREUS HG0O1. 127
FIGURE 35 : SCHEMA EXPLICATIF CORRESPONDANT AU PROTOCOLE UTILISE POUR TESTER
LES APTAMERES CIBLANT UN MELANGE BACTERIEN. 129
FIGURE 36 : TEST DE LA LIAISON DE L’APTAMERE F23 SUR DIFFERENTS MELANGES
BACTERIENS. 131
FIGURE 37 : TEST DE LA LIAISON DE L’APTAMERE E2 SUR DIFFERENTS MELANGES
BACTERIENS. 133
FIGURE 38 : TEST DE LA LIAISON DU MELANGE DES APTAMERES F23 ET E2 SUR LE MELANGE
PAO1 GFP AVEC E. COLI. 135
FIGURE 39 : HISTOGRAMMES REPRESENTANT LA CROISSANCE DES BIOFILMS DES
DIFFERENTES BACTERIES 139

FIGURE 40 : HISTOGRAMMES DE LA PRODUCTION DU BIOFILM DE PAOI ET DE S. AUREUS
EN PRESENCE L’APTAMERE F23, JN27 ET TUTU22 A DIFFERENTES CONCENTRATIONS ET
DANS DIFFERENTS MILIEUX DE CULTURE MH II, LB ET SM. 141




FIGURE 41

- HISTOGRAMME DE L’EFFET DES APTAMERES F23, JN27 ET TUTU22 AJOUTES A

DIFFERENTES CONCENTRATIONS ET DANS DIFFERENTS MILIEUX DE CULTURE, 24H
APRES LA CROISSANCE DU BIOFILM DE PAO!1 ET DE S. AUREUS. 142

FIGURE 42 :

SCHEMA EXPLICATIF CORRESPONDANT AU PROTOCOLE UTILISE POUR TESTER

LA LIAISON DES APTAMERES AU BIOFILM DE PAO1 PAR MICROSCOPIE CONFOCALE.

144

FIGURE 43

FIGURE 44 :
FIGURE 45 :
FIGURE 46 :
FIGURE 47 :

: TEST DE LA LIAISON DE L’APTAMERE F23 SUR LE BIOFILM DE PAOI. ---------- 145
TEST DE LA LIAISON DE L’APTAMERE E2 SUR LE BIOFILM DE PAOI. ----------- 145
TEST DE LA LIAISON DE L’APTAMERE A14 SUR LE BIOFILM DE PAO1 .---------- 146

TEST DE LA LIAISON DE L’APTAMERE TUTU22 SUR LE BIOFILM DE PAOI .---- 146
SCHEMA ILLUSTRANT UN LIPOSOME CONJUGUE A UN APTAMERE. -----emmm-- 153



Liste des tableaux

TABLEAU 1 : STRATEGIES DE PREVENTION DE L’ANTIBIORESISTANCE SELON L’APPROCHE
MULTIDISCIPLINAIRE. 10
TABLEAU 2 : DESCRIPTION DE QUELQUES PLANTES UTILISEES A L'EPOQUE MEDIEVALE
ARABE ET LEURS EFFETS THERAPEUTIQUES. 20
TABLEAU 3 : LES DIFFERENTES FORMES ET METHODES UTILISEES POUR PREPARER LES
MEDICAMENTS A BASE DE PLANTES. 25
TABLEAU 4 : MEDICAMENTS A BASE DE METAUX UTILISES A L'EPOQUE MEDIEVALE ARABE
26
TABLEAU 5 : COMPARAISON DE DIFFERENTES PROPRIETES ENTRE LES APTAMERES ET LES

ANTICORPS. 34
TABLEAU 6 : QUELQUES EXEMPLES D’APTAMERES EN COURS D'ESSAIS CLINIQUES. ------ 45
TABLEAU 7 : ANTIBIOTIQUES UTILISES. 59
TABLEAU 8 : COMPOSITION DE LA PREPARATION DU REMEDE 1 SELECTIONNE. ------------- 83
TABLEAU 9 : COMPOSITION DE LA PREPARATION DU REMEDE 2 SELECTIONNE. ------------- 97
TABLEAU 10 : LES DIFFERENTS EXTRAITS DES DEUX PLANTES ALOE FEROX ET

COMMIPHORA ABYSSINICAE. 98

TABLEAU 11 : TEST ANTIBACTERIEN DES EXTRAITS DES PLANTES SUR BOITE DE PETRI
(N=3) CONTRE LES TROIS BACTERIES, EXPRIME EN QUANTITE DEPOSEE A PARTIR

DUQUEL NOUS OBSERVONS DES ZONES D’INHIBITION. 101
TABLEAU 12 : DETERMINATION DES CONCENTRATIONS MINIMALES INHIBITRICES DES
EXTRAITS DE PLANTES CONTRE LES DIFFERENTES SOUCHES BACTERIENNES. ------ 107
TABLEAU 13 : DETERMINATION DES CONCENTRATIONS MINIMALES INHIBITRICES DES
CHELATEURS DE FER CONTRE LES SOUCHES PATHOGENES ETUDIEES ---------nenenmee- 111
TABLEAU 14 : DETERMINATION DE LA CONCENTRATION MINIMALE INHIBITRICE DES
ANTIBIOTIQUES CONTRE S. EPIDERMIDIS. 112

TABLEAU 15 : DETERMINATION DE LA CONCENTRATION MINIMALE INHIBITRICE DES
DIFFERENTS CHELATEURS DE FER, EN PRESENCE D'ANTIBIOTIQUES DANS LE MILIEU.
113
TABLEAU 16 : DETERMINATION DE LA CONCENTRATION MINIMALE INHIBITRICE DES
ANTIBIOTIQUES, EN PRESENCE DE DEFEROXAMINE OU NOCARDAMINE DANS LE
MILIEU. 114
TABLEAU 17 : DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES CONCERNANT LES APTAMERES CIBLANT
DIFFERENTES BACTERIES PATHOGENES. 117
TABLEAU 18 : DESCRIPTION DES APTAMERES SELECTIONNES POUR L'ETUDE DES
BACTERIES PAOI, E. COLI ET S. AUREUS 118
TABLEAU 19 : RECAPITULATIF DU TEST DE LIAISON DES APTAMERES AUX BACTERIES
PLANCTONIQUES. 136




TABLEAU 20 : RECAPITULATIF DU TEST DE LIAISON DES APTAMERES AUX MELANGES
BACTERIENS. 137




Liste des publications, communications et participation a des
congreés

Publications:
Abdallah B, Benhassou H. A, Sbabou L, Bintz R. J, Choulier L, Pitchon V, Fechter P. History

as a Source of Innovation in Antimicrobial Drug Discovery. Biomed Pharmacol J 2023;16(2).

Abdallah, B., Seguin, C., Aubert, E., BenHassou, H. A., Sbabou, L., Choulier, L., Vonthron,
C., Schalsk, J.I., Mislin, L.A.G., Fournel, S., Pitchon, V., Fechter, P. (2022). Past mastering of

metal transformation enabled physicians to increase their therapeutic potential. Journal of Trace

Elements in Medicine and Biology, 71, p.126926.

Cruz Da Silva E, Foppolo S, Lhermitte B, Ingremeau M, Justiniano H, Klein L., Chenard MP,
Vauchelles R, Abdallah B, Lehmann M, Etienne-Selloum N, Dontenwill M, Choulier L.
Bioimaging Nucleic-Acid Aptamers with Different Specificities in Human Glioblastoma

Tissues Highlights Tumoral Heterogeneity. Pharmaceutics. 2022 Sep 20;14(10):1980.

Communications orales / par affiche :
Abdallah, B., Seguin, C., Aubert, E., Ait BenHassou, H., Sbabou, L., Choulier, L., Vonthron,
C., Schalk, I.J., Mislin, G. L. A., Fournel, S., Pitchon, V.; Fechter, P. (2022). Past mastering of

metal transformation ensable physicians to increase their therapeutic potential. Journées

doctorales au sein de la faculté des sciences de Rabat, Maroc. Mai 2023. (Présentation orale).

Abdallah, B., Seguin, C., Aubert, E., Ait BenHassou, H., Sbabou, L., Choulier, L., Vonthron,
C., Schalk, I.J., Mislin, G. L. A_, Fournel, S., Pitchon, V_; Fechter, P. Caractérisation de

nouvelles molécules anti-infectieuses issues de la pharmacopée arabe. Journées doctorales au

sein de la faculté des sciences de Rabat, Maroc. Juillet 2022. (Présentation orale).

Abdallah, B., Seguin, C., Aubert, E., Ait BenHassou, H., Sbabou, L., Choulier, L., Vonthron,
C., Schalk, I.J., Mislin, G. L. A., Fournel, S., Pitchon, V.; Fechter, P. (2022). Past mastering of

metal transformation ensable physicians to increase their therapeutic potential. 1 er congres

national de I’innovation thérapeutique a Casablanca, Maroc. Juin 2022. (Poster).

Abdallah, B., Ait BenHassou, H., Sbabou, L., Choulier, L., Fechter, P. Caractérisation de
nouvelles molécules anti-infectieuses issues de la pharmacopée arabe. Journée du Campus

d’illkirch JCI2021, Strasbourg, France. Avril 2021. (Présentation orale).



Abdallah, B., Ait BenHassou, H., Sbabou, L., Choulier, L., Fechter, P. Caractérisation de

nouvelles molécules anti-infectieuses issues de la pharmacopée arabe. Journée scientifique
entre jeunes chercheurs au sein de ’'UMR7242 WIP2019, Strasbourg, France. Novembre 2019.

(Présentation orale).

Participation aux congres :

1¢* congres national de I’innovation thérapeutique a Casablanca, Maroc. Juin 2022. (Poster).






Table des matiéres

RESUME

ABSTRACT

LISTE DES ABREVIATIONS
LISTE DES FIGURES

LISTE DES TABLEAUX

LISTE DES PUBLICATIONS, COMMUNICATIONS & PARTICIPATION A DES
CONGRES

INTRODUCTION
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
CHAPITRE 1

ANTIBIOTIQUES & RESISTANCE

1.  Bactéries, antibiotiques et mécanismes de résistance.......................ccccocveeneuenn... i
Ll  AvlDolUES. oo s a s s s —————-———" 1
1.2.  Bactéries et mécanismes d’action des antibiotiques ..............................c........... 3
. | N PP —— 5
2.1 DEfIRIHION ...t e e ke
2.2.  Mécanismes de I’antibiorésistance ..........................cccccccoveveninninceinicciiaennnnn, 7
2.3.  Stratégies de lutte contre I’antibiorésistance........................ccocoeevcveccccaucnnnnn. 9
CHAPITRE 2

INTRODUCTION DES SCIENCES MEDICO-PHARMACEUTIQUES ARABO-
MUSULMANES

1.  Thérapies naturelles a base de plantes ..........................c.ccocooveviiiniioiianciinniann, 18
2. Therapies naturelles @ Dase de MEBHIIE.. .« oo ssovmmasoin scssosssmssins sspvusmesssiaion sesd 19
CHAPITRE 3

STRATEGIE DE CIBLAGE A BASE D’APTAMERES

Lo DREMETTII s oo oo i e T o b AN S 30
2. APEErES i < iiiisiiin i i 5 s i s s s i wviil 32
2.1.  Définition et caracteriStiUES ........................coocomiumiiiaiiiieiaiiaiieeieeieeeeiee e 32
X2, TR BB RIELIIX . o oo aiimisins i s i s s S i 34

2y SRR PR e i nhii e e e e il 40



TEL. DT GO e 000 o 0 e A S S B R T M T TP 44
OIS IR A TR s o misars it mitisss o G S S A S i 52
PARTIE EXPERIMENTALE
MATERIELS ET METHODES

5 T Dy 54

1.1.  Pseudomonas aeruginosa ATCC 15692 .................cccccooevimveiniiinceiinieninecnnn, 54

1.2, SEAPAPIOCOCCUS SP. ...........coooeieiecieiieee e 54

U (1T R L L S ——————————————— 55

1.4.  Corynebacterium SIIAIUM ....................cc.coverveeneeoreeienieniinseeneenreenee e seesseenaeens 55

2. Milieux de culture et préparations.........................ccccocceeeceiioeiinieieaiaiieiieeeens 55

2.1  LEYSOSERY DEOTR LEPRIR. o smnnes o sn s swmssos s wsa s su3s 555 s 6 5555 6 597548 56595 56

2.2.  Brain Hearl NS00 ... o s s musssnsusss sswes sy sussessssiss ssssssmssasesas sswss 56

kL R S S S — 56

2.,  NOCCIDHEC MBHIN . ovss snmssnis somswes ss s suvsmsn invsnes snevss sn s 05535848, 57E534 G4 SFSHAS SEESHER 5573 36

3. Test de Pactivité antibactérienne des remeédes anciens........................c.c..c........ 57

B TOSOGUABTBILL i i it B sl iAo Bsirsesasiu i i 57

3.2 TeSt QUANLILALIL.................cccoocoiviiiiiiiiiiiiiiieiee e 57

4. Test de [Dapta-fluorescence sur une bactérie ou sur différentes bactéries

L R S S S S P S S S 60

4.1.  Essais fonctionnels de liaison des aptameéres aux bactéries .............................. 60

4.2.  Essais de liaison des aptaméres aux biofilms bactériens.................................. 63
PARTIE EXPERIMENTALE
RESULTATS & DISCUSSION
CHAPITRE 1

EXPLORATION DES REMEDES ANCIENS: REVELER DES STRATEGIES
THERAPEUTIQUES POTENTIELLES CONTRE LES PATHOGENES RESISTANTS
AUX ANTIBIOTIQUES.

1.

Introduction de la revue : History as a Source of Innovation in Antimicrobial Drug

D S 67

2.
2.1

Etudes des thérapies naturelles SElectionnées.........................coocoeeveeeeeeeevenenn, 82

Introduction a Darticle 1: Past mastering of metal transformation enabled

phvsieians fo ineregse heir therapetiic POLeRliA] .. wowsssssa s wavsssvsves o 83



L. e e o e e a0 R N2 PO R S AT 97
3. Etude des chélateurs de fer ...........................ooooomeommeomeeoeeseeeeeeeeeeeeereeeeeeeeneen. 110
3.1.  Test de Pactivité antibactérienne des chélateurs de fer ................................... 110
3.2.  Test de la synergie entre les chélateurs de fer et les antibiotiques sur S.

EPIACTIIMIS ..............cc.ooiiiiiii it 112
CHAPITRE 2
CIBLAGE DES BACTERIES PATHOGENES PAR DES APTAMERES

1.  Identification d’aptameres ciblant PAQOI, S. aureus, E. coli et M. tuberculosis 116

2. Test de liaison des aptameéres aux bactéries planctoniques................................. 119
2.1. Ligison d’an apliamere par BACIETIE. ...« s ssvsssssmsves sovssmssmmes sssvssasssmmsns svs 119
2.2.  Liaison d’un ou de deux aptameéres sur un mélange de deux bactéries.......... 128
3. Test de liaison des aptameres aux biofilms .........................cccccccocevvvnnninncncnnnn. 138
3.1.  Etude de la croissance des biofilms ..............................cooccooeveeeeeeeieeeeeeeenn. 138
3.2.  Etude de effet des aptaméres sur la croissance des biofilms de PAOI et de S.
aureus 139

CONCILASION ET PERSPELUTIVES ....cciiiimississsssassisssssssssissnioisssisnss 148

REFERENCES s soscvouus s iones ssasmmss i iamss oo oo sammsases s im 154

ANNEXES .. ccmesssusces sumsessnsssonssnnmnsnsassssness sousssenssssassssnessassesssnsess sessasasssssnsssnsnassssssssassansmasans 166






INTRODUCTION

Depuis des millénaires, ’homme a su exploiter 1’environnement qui I’entourait (plantes,
minéraux...) afin de se nourrir et de soulager ses souffrances physiques. Les antibiotiques,
molécules ‘miracles’ permettant de combattre les infections bactériennes ont été découvertes il
y a un peu plus d’un siecle. Ces molécules ont permis de sauver des millions de vie.
Malheureusement, sous I'influence de plusieurs facteurs, et pour chaque classe d’antibiotique,
des mécanismes de résistance sont apparus. Mon travail de doctorat met I’accent sur la lutte
contre la problématique de I’antibiorésistance, qui fut et reste I’une des grandes menaces de
sant¢ humaine a 1’échelle mondiale, ainsi que sur la recherche de solutions alternatives aux
antibiotiques classiques.

Cette situation est d’autant plus alarmante que trés peu de nouveaux antibiotiques / nouvelles
stratégies ont vu le jour ces dernieres années, alors méme que de nombreuses solutions pour
combattre ces infections avaient €té proposées au cours des siecles passés. Ce vivier pourrait-il
anouveau servir a I’identification de molécules originales ? En parall¢le, de nouvelles stratégies
sont développées. Certaines sont basées sur le ciblage thérapeutique qui permettrait de réduire
les problémes de solubilité et les doses utiles des drogues délivrées pour diminuer leur toxicité,
mais aussi de délivrer un ensemble de molécules différentes au foyer infectieux. Nous nous
intéressons particulierement au ciblage bactérien grace a des molécules innovantes nommées
aptameres. Ce sont des séquences d’acides nucléiques qui ont la capacité de se lier a une cible
avec une grande affinité et spécificité et sont donc des molécules proposées en alternative a

I’utilisation d’anticorps.

La présente thése s’inscrit dans le cadre d’une cotutelle France-Maroc, avec le laboratoire
des biotechnologies médicales de la fondation MAScIR (Rabat, Maroc), le laboratoire de
microbiologie et de biologie moléculaire de la faculté des sciences de Rabat, le laboratoire de
biologie et signalisation cellulaire de Strasbourg (UMR 7242, ESBS, équipe des métaux et
microorganismes), et le laboratoire de bio imagerie et pathologies de la faculté¢ de pharmacie
de Strasbourg (UMR 7021). Ce projet s’ intégre dans un projet pluridisciplinaire afin d’exploiter
des pharmacopées anciennes pour des applications thérapeutiques anti-infectieuses, et a été
financé par le programme Hubert Curien Toubkal, projet des coopérations scientifiques franco-
marocaine. Il a été initié par Dr. Fechter Pierre, microbiologiste au sein de ’'UMR 7242 (équipe
Meétaux et microorganismes : biologie, chimie et applications, Strasbourg), en collaboration
avec Pr. Vonthron-Senecheau Catherine, pharmacognoste au sein de ’'UMR 7200 (équipe

Chimie-Biologie Intégrative et Pharmacognosie, Strasbourg), Dr. Pitchon Véronique,



historienne au sein de 'UMR 7044 (équipe Territoires et empire d’Orient, Strasbourg), Dr.
Choulier Laurence, biochimiste spécialisée dans la vectorisation au sein de 'UMR 7021
(équipe Biophotonique des interactions moléculaires et cellulaires, Illkirch). Les expériences

décrites dans la partie Résultats ont été réalisées et analysées, au sein des UMRs 7242 et 7021.

Ce manuscrit est divisé en plusieurs parties :

La partie bibliographique est divisée en trois chapitres, dresse un état de I’art sur le projet.
Le premier chapitre permet de faire le point sur le probléme de la résistance aux antibiotiques,
sur les mécanismes moléculaires impliqués dans cette résistance, et sur les différentes stratégies
actuelles pour contrer ’antibiorésistance.

Le deuxieéme chapitre précise I’'intérét que peut avoir 1’étude des manuscrits anciens dans
I’identification de nouvelles stratégies antibactériennes, en se focalisant sur la période du
Moyen Age Arabe, considérée comme 1I’Age d’or de la médecine antique.

Le troisieéme chapitre introduit I’utilisation des aptameres dans une perspective de vectorisation

de remedes ou de nouvelles molécules thérapeutiques.

La partie expérimentale décrit le matériel et les méthodes utilisés, suivie de la partie des
résultats et discussion qui est divisée en deux chapitres.

Le premier donne des arguments en faveur d’une rationalité¢ dans 1’élaboration des reméedes
anciens en se basant sur la pharmacopée médiévale arabe en tant que source privilégiée de
manuscrits et remedes. Ainsi, ’objectif est de sélectionner et caractériser des remedes de la
pharmacopée médiévale arabe au regard de leurs propriétés biologiques et plus particulierement
I’étude de deux remedes identifiés de la pharmacopée médiévale arabe qui contiennent
principalement des métaux ou des extraits de plantes utilisés essentiellement contre les
infections cutanées. En effet, les plantes contiennent de nombreux composés phénoliques, dont
certains pourraient chélater des métaux comme le fer et ainsi priver les bactéries de ce
nutriment. Nous avons étudié différents chélateurs de fer sur la croissance de différentes
souches bactériennes.

Le deuxiéme chapitre a pour objectif d’étudier différents aptameres ciblant des bactéries
pathogenes afin de les utiliser, a long terme, en tant que vecteurs pour les molécules ou les
combinaisons de molécules issues de I’étude des pharmacopées arabes médiévales pour des

applications cliniques.

Le projet de ma these a pour objectif d’étudier différents remedes issus de la pharmacopée arabe
médiévale et d’envisager des méthodes modernes de vectorisation de ces remedes grace a des

aptameres, dans 1’objectif d’identifier de nouvelles combinaisons et/ou stratégies



thérapeutiques. L’étude a été mende sur deux remedes différents, composés de métaux et
plantes ou I’association des deux. Ces remedes ont été sélectionnés parmi plusieurs remedes
anciens issus de pharmacopées arabes, et sont prescrits contre des infections cutanées de type
abces ou furoncle. La composition et la formulation de ces remedes sont indiquées dans la partie
expérimentale (Résultats et discussion, chapitre 1-2. Etudes des thérapies naturelles

sélectionnées).



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE 1

Antibiotiques & résistance



Chapitre 1 : Antibiotiques & résistance

Un antibiotique est défini comme étant une substance naturelle ou synthétique capable d’inhiber
la croissance bactérienne (bactériostatique) ou de tuer les bactéries (bactéricide). Depuis une
centaine d’années, de multiples variétés d'antibiotiques ont été développées pour lutter contre
les infections. Ces médicaments ont changé la médecine et ont sauvé des millions de vies,
donnant I’illusion que le traitement des infections était un probléme résolu et laissant présager
que les infections pouvaient étre un sujet marginal. Or, 15 ans aprés sa découverte par
Alexander Fleming, I’apparition de résistance a la pénicilline a malheureusement refroidi ces
espoirs !. Depuis lors, I'émergence de la résistance aux différentes classes d’antibiotiques a
augmenté rapidement dans le monde entier, et représente aujourd’hui une menace croissante
pour la santé, impliquant la recherche sur les agents pathogeénes microbiens et le développement

de médicaments antimicrobiens.

Pour présenter le contexte de mon projet, je présenterai 1’histoire de la découverte des
antibiotiques et de 1’apparition des résistances, les différents mécanismes de résistance aux
antibiotiques, et finalement certaines solutions / stratégies nouvelles qui ont pu étre proposées

pour combattre cette résistance.

1. Bactéries, antibiotiques et mécanismes de résistance
1.1. Antibiotiques

L’eére pré-antibiotique a été caractérisée par des terribles scénarios de pandémies qui ont touché
I'Homme, comme la peste dont ’agent responsable, la bactérie Yersinia pestis, a été découvert
par le bactériologiste Alexandre Emile Yersin (1863-1943) !. Au Moyen Age, toute forme de
maladie était traditionnellement attribuée a une mauvaise qualité de 1'air, a des miasmes, a des
alignements planétaires défavorables ou a un déséquilibre entre les quatre éléments ; feu, terre,

eau et air, et les quatre sucs corporels ; sang, mucus, bile jaune et bile noire .

Louis Pasteur (1822-1895) est considéré comme le pionnier de la microbiologie. Il est le
premier a prouver que des agents pathogenes sont responsables de maladies infectieuses. Ses
découvertes ont été plutot liées aux principes de la vaccination (I’anthrax, le choléra et la rage),
la pasteurisation et la théorie des germes !. Il a été le premier a proposer que les microbes

peuvent sécréter des substances pour tuer d’autres bactéries 2.



Robert Koch (1843-1910) a été le premier a identifier des agents pathogenes responsables de
maladies infectieuses, notamment les bactéries. Koch a découvert le bacille responsable de
I’anthrax (Bacillus anthracis). 11 a également identifié les agents spécifiques du choléra (Vibrio
cholerae) et de la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis). Lorsqu'il a commencé ses travaux
sur la tuberculose en 1881, il a réussi a mettre en place le protocole classique de coloration avec
le colorant de Ziehl-Neelsen, dans des tissus et a cultiver le pathogeéne !.

Le premier antibiotique a été découvert par Bartolomeo Gosio, un scientifique italien dans les
années 1893. Il s’agit d’un composé antibactérien ; 1’acide mycophénolique produit par
Penicillium brevicompactum. 11 a montré une activité antibactérienne efficace contre la bactérie
de l’anthrax Bacillus anthracis. Aujourd’hui, 'un de ses dérivés chimiques appelé
mycophénolate mofétil (MMF) est utilisé en tant qu’immunosuppresseur dans les

transplantations d’organes !

. En 1909, un nouveau médicament contre la syphilis et la
trypanosomiase a €té¢ découvert par Erhlich et Hata dont 1’appellation est Salvarsan ou le 606,
mais qui a fini par étre abandonné suite aux dérivés toxiques d’arsenic qui sont libérés lors de
sa voie de synthése !'. Erhlich a examiné de nouveaux produits en améliorant le Salvarsan en
Neosalvarsan, avec une toxicité réduite en raison de la faible concentration d’arsenic passant
de 30% a 19% !, le Salvarsan/Neosalvarsan est resté le médicament de choix jusqu'a ce que la
pénicilline soit découverte par Alexander Fleming.

En 1928, Alexander Fleming a redécouvert la pénicilline de maniere fortuite. Il a constaté
I’inhibition de la croissance du Staphylococcus aureus par un champignon ayant poussé sur
boite de Pétri oubliée sur une paillasse pendant deux semaines de congés. Ce champignon
correspond au Penicillium notatum *.

Environ 30 ans avant qu'Alexander Fleming ne découvre/redécouvre la pénicilline, Ernest
Duchesne (1874-1912), un médecin frangais, a remarqué l'activité antibactérienne des
moisissures, comme tant d'autres avant lui !. Il a étudié les interactions entre les bactéries et les
champignons producteurs d'antibiotiques et a été le premier a évoquer une application
thérapeutique de ces micro-organismes producteurs d'antibiotiques !. Les travaux de Duchesne
ont été confirmés par Chain, Florey et leurs collégues, qui ont identifié l'antibiotique produit
par une espece de Penicillium et son effet contre les bactéries a Gram positif et a8 Gram négatif
1.

La classe des sulfamides a été découverte par Paul Gerhard Domagk dans les années 1930, ce
qui a constitué une étape importante dans 1’histoire des antibiotiques !. Ce scientifique a été
chargé d’identifier des colorants azoiques antibactériens. Ainsi, il a découvert qu’un colorant,
le sulfamidochrysoidine avait un effet sur les streptocoques. Cette substance a été brevetée sous

2



le nom de Prontosil, et Paul Gerhard Domagk a regu le prix Nobel de physiologie ou médecine
en 1939 !. La résistance aux sulfamides a été décrite dés 1942 .

Au début des années 1930, des peptides antibactériens extraits de bactéries du sol ont été
découverts. Ces bactéries sont souvent du genre de Bacillus. La gramicidine, un oligopeptide
isolé de Bacillus brevis par René Dubos, a montré une activité inhibitrice sur la croissance d’une
variété d’espéces bactériennes Gram positif *.

Les premieres études de I’activité antibactérienne issue des bactéries du sol ont été réalisées par
Selman Waksman. Dans les années 40, plusieurs antibiotiques et antifongiques furent
découverts, comme 1’actinomycine (2 partir de Streptomyces antibiocus), la streptomycine (a
partir de Streptomyces griseus), la néomycine (a partir de Streptomyces fradiae), la fumigacine
(a partir d’Aspergillus fumigatus), et la clavacine (a partir d'Aspergillus clavatus) *. Certains
d'entre eux sont encore utilisés de nos jours. En outre, la streptomycine a révolutionné le
traitement de la tuberculose et est toujours active contre les souches multirésistantes de la
tuberculose °. A partir des années 1980s, d’autres antibiotiques ont été découverts et synthétisés
dont les sulfonamides, les quinolones et les céphalosporines.

La découverte des antibiotiques est considérée comme une des grandes avancées médicales qui
a permis de réduire les grandes épidémies et de sauver les millions de vies a I’échelle mondiale.
Ces molécules peuvent étre classées selon leur origine, leur spectre d’activité ou encore leur

mécanisme d’action.

1.2, Bactéries et mécanismes d’action des antibiotiques

Afin d’analyser le mécanisme de la résistance aux antibiotiques, il est important de comprendre

la structure des cellules bactériennes (figure 1) ainsi que les modes d’action des antibiotiques.

Les bactéries sont des microorganismes unicellulaires, procaryotes. Elles sont formées dun
cytoplasme qui renferme le matériel génétique sous forme d’un chromosome bactérien, associé
ou non, a des minichromosomes circulaires appelés plasmides. Le cytoplasme est entouré d’une
membrane plasmique autour de laquelle se trouve une paroi bactérienne. Cette derniére peut
étre fine dans le cas des bactéries a Gram négatif, ou épaisse chez les bactéries a Gram positif
(figure 2). Le composant principal de la paroi bactérienne est le peptidoglycane ©. Certaines
bactéries sont généralement entourées par une capsule bactérienne qui permet de protéger la
bactérie de la phagocytose des cellules de 1’hote, d’adhérer a des surfaces et d’augmenter la

virulence en rendant la bactérie plus difficile a éliminer par le systéme immunitaire de 1’hote ©.
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Figure 1 : Structure d 'une cellule bactérienne (dessin réalisé avec I’outil Biorender).
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Figure 2 : Différence de la structure de la paroi cellulaire des bactéries
A : Bactérie a gram négatif. B : bactérie a gram positif. (Schémas réalisés avec Biorender)




Les antibiotiques peuvent agir sur différentes cibles (figure 3) 7 :

La paroi bactérienne : les beta-lactamines, les glycopeptides et les carbapénémes
inhibent la synthése d’éléments essentiels pour la paroi, ce qui entraine la lyse
bactérienne.

La membrane plasmique : les polymyxines agissent au niveau de la membrane
plasmique afin d’inhiber la synthése d’éléments nécessaires a la survie bactérienne.
Les protéines : les aminosides, les tétracyclines et les macrolides participent a
I’inhibition de la synthése protéique. Les sous-unités ribonucléoprotéiques 30S et 50S
constituent les deux composants du ribosome 70S bactérien. Le composant 30S ou 50S
du ribosome bactérien est la cible de ces antibiotiques.

Le matériel génétique bactérien : Certains antibiotiques ont la capacité de bloquer la
réplication de ’ADN bactérien ou la transcription de ’ADN en ARN. Ce processus

concerne généralement la famille des quinolones.

Ci-dessous, la figure 3 récapitule sous forme de schéma, les différents mécanismes d’action des

antibiotiques décrits.

Synthése de la Syr_ithése prqtt_’aique au
paroi niveau du réticulum
bactérienne : endoplasmique
Beta-lactames, (Ribqsomes) :
Glycopeptides, , Aminosides,

Carbapénémes tétracylines, macrolides

I

La membrane \ LADN bactérien :
plasmique : N Quinolones,
Polymyxines rifampicine,

(Colistine, sulfonamides

polymyxine B)

Figure 3 : Les principaux mécanismes d’action des antibiotiques.

2. Antibiorésistance

2.1. Définition

Depuis leur découverte, les antibiotiques sont devenus des outils efficaces pour traiter

différentes maladies infectieuses. Cependant, plusieurs facteurs dont leur utilisation excessive

en médecine humaine, a permis au monde bactérien de s’adapter aux antibiotiques et d’entrainer

des résistances (figure 4) 2. Selon I’OMS, la résistance aux antibiotiques constitue I’une des

plus grandes menaces pesant sur la santé mondiale, la sécurité alimentaire et le développement.
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Le phénomeéne de la résistance est aussi observé chez les virus, les champignons et aussi les
cellules humaines, dans le cas des traitements contre le cancer ou le diabéte. On définit la
résistance aux antibiotiques d’une bactérie comme la capacité des bactéries a survivre et a se
développer en présence d’un antibiotique.

Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques ; la résistance intrinseéque ou naturelle

et la résistance acquise ®.

Macrolides
KEY Glycopeptides
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Synthetic antibiotics
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Figure 4 : Une chronologie de I'évolution des antibiotiques. Les antibiotiques sont colorés selon leur source ; vert :
actinomycetes, bleu : autres bactéries, violet : champignons et orange : synthétiques. Au bas de la frise chronologique
figurent les dates clés relatives a la découverte des antibiotiques et a la résistance de chacun, notamment les premiers rapports
sur les souches résistantes aux médicaments : S. aureus résistant a la méticilline (MRSA), entérocoques résistants a la
vancomycine (VRE), S. aureus résistant a la vancomycine (VRSA) et résistance a la colistine transmise par plasmide chez les
entérobactéries 2. Avec les abréviations ; AMR : Antimicrobial resistance, NP : Natural products, UN : United nations
organization.

2.1.1. La résistance naturelle

La résistance naturelle est due a la présence de genes communs a toutes les bactéries d’une
méme espéce. Ces geénes peuvent présenter des particularités différentes, structurales ou
métaboliques.

2.1.2. La résistance acquise

Les bactéries font preuve d'une étonnante plasticité génétique, ce qui leur permet de s'adapter a

un large éventail de facteurs de stress environnementaux, notamment la présence



d’antibiotiques qui menacent leur survie. L’acquisition de la résistance aux antibiotiques est
due a des modifications génétiques et a ’acquisition de nouveau genes exogenes. Les bactéries
ont développé des méthodes anciennes pour tolérer la présence dune molécule antibiotique
nuisible. Pour s’adapter, elles utilisent deux stratégies génétiques de base :

e Des mutations dans le ou les genes liés a la cible d’un antibiotique ou aux transporteurs
de cet antibiotique qui se traduisent par des modifications structurales pouvant entrainer
une imperméabilité a un ou plusieurs antibiotiques °.

e L’acquisition d’un ADN extra-chromosomique, généralement un plasmide. Ce dernier
est un fragment d’ADN qui peut porter un ou plusieurs génes de résistance. Il peut étre
transmis d’une bactérie donneuse a une bactérie dite receveuse. Contrairement a la
mutation de I'ADN chromosomique, cette méthode permet l'acquisition rapide de la
résistance et méme de multirésistance selon trois mécanismes alternatifs ; la
transduction (utilisation d'un bactériophage comme vecteur), la transformation (ou la
bactérie capture 'ADN) et la conjugaison (transfert du plasmide d'une bactérie a une

autre qui peut étre d'une espéce différente par contact via les pili sexuels) °.

2.2, Mécanismes de I’antibiorésistance

Il existe quatre mécanismes par lequel la bactérie résiste a un antibiotique :

e Modification de la cible de 1’antibiotique.
e Inactivation enzymatique de 1’antibiotique.
e Imperméabilité.

e Pompes a efflux.

La figure 5 récapitule les différents mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques
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Figure 5 : Illustration représentant les différents mécanismes de 'antibiorésistance.
L'antibiotique A correspond au mécanisme de I’'imperméabilité ; B a la modification de la cible ; C au systéme de pompes a
efflux ; et D a l'inactivation par les enzymes bactériennes.

2.2.1. Modification de la cible de I’antibiotique

Les variations naturelles ou les changements acquis dans les cibles des antibiotiques qui
empéchent leur liaison constituent un mécanisme courant de la résistance. Les
modifications de la cible résultent souvent de la mutation d'un géne bactérien sur le
chromosome. Par exemple, une altération de la sous unité ribosomale peut atténuer les effets
des macrolides qui ne peuvent pas se lier. Cette altération entraine une inhibition de la
synthése protéique !!.

2.2.2. Inactivation enzymatique de I’antibiotique

Certaines bactéries ont la capacité de produire une enzyme qui détruit ou inactive
I’antibiotique. Il existe trois principales enzymes qui inactivent les antibiotiques, a savoir
les PB-lactamases, les enzymes modifiant les aminoglycosides et les chloramphénicol
acétyltransférases 7. Staphylococcus aureus, par exemple, fait partie de ces bactéries
productrices d’enzymes inhibitrices. Elles sont susceptibles de produire des beta-lactamases
transmises par des plasmides et d’inhiber I’action des pénicillines ou les céphalosporines.

Les entérobactéries, en particulier, produisent une large gamme de beta-lactamases.

2.2.3. Impermeéabilité



Les bactéries a Gram négatif sont munies d’une enveloppe, la paroi externe, qui sert de
barriere et proteége les protéines de liaison aux pénicillines (“penicillin-binding proteins’,
PBP) du milieu externe. Les nutriments doivent traverser cette paroi afin de pénétrer a
I’intérieur de la bactérie. Le passage se fait par diffusion passive a travers des canaux
appelés les porines. L’imperméabilité se produit par la diminution de DI’entrée de
I”antibiotique sur son site suite a une modification de la membrane externe ou interne de la
bactérie. Une altération par exemple des porines présentes dans la paroi des bactéries a
Gram négatif, peut réduire ou bloquer le passage de I’antibiotique et donc sa pénétration
jusqu’a sa cible .

2.2.4. Pompes a efflux

Les protéines membranaires qui exportent les antibiotiques hors de la cellule et
maintiennent leurs faibles concentrations intracellulaires sont appelées pompes d'efflux.
Avant que les antibiotiques n'atteignent leur cible, le mécanisme d'efflux les pompent a
nouveau au méme rythme qu'ils sont entrés dans la cellule. Contrairement aux porines qui
sont situées dans la paroi bactérienne, ces pompes se trouvent dans la membrane
cytoplasmique. Tous les types d'antibiotiques, a l'exception des polymyxines, peuvent
provoquer l'activation des systémes d'efflux 7. Parmi les bactéries d’importance clinique
munies d‘une pompe a efflux comme mécanisme de résistance, on trouve E. coli et Shigella
spp. S. aureus peut également comporter une pompe a efflux lui permettant d’acquérir une

résistance aux macrolides !!.

2.3, Stratégies de lutte contre 1’antibiorésistance

Les antibiotiques ont été une avancée majeure dans le domaine médical afin de combattre les
infections bactériennes et de sauver des vies. Cependant, la résistance aux antibiotiques menace
leur efficacité. Dans cette perspective, la recherche et le développement de nouveaux

antibiotiques sont cruciaux pour faire face a cette problématique.

La mauvaise utilisation, 1’'usage abusif, ou I’utilisation de posologies insuffisantes augmentent
la probabilité qu’une bactérie développe une résistance. Le tableau 1 ci-dessous résume les

différentes stratégies pour prévenir ou retarder la résistance bactérienne aux antibiotiques 2.



Tableau 1 : Stratégies de prévention de I'antibiorésistance selon [’approche multidisciplinaire 12

Stratégies Moyens Effets

Lutte contre les infections | Vaccination Prévenir I’infection et la réduction de

I’utilisation des antibiotiques.

Utilisation de nouvelles technologies | Réduction du risque de I’émergence

afin d’identifier le pathogéne comme | des antibiotiques.

Diagnostic adéquat et des tests rapides de diagnostic.

traitement efficace des Déterminer le choix de I’antibiotique a
infections utiliser.

Evaluer la sensibilité (antibiogramme)

afin de déterminer la posologie

adéquate.

Définir et mettre en cocuvre des | Prévenir  l'usage  abusif  des

directives institutionnelles ou relatives | antibiotiques a large spectre.

Utilisation judicieuse des | au systéme de prestation de soins de
antibiotiques sant¢ pour les principaux types

d'utilisation d'antimicrobiens.

La découverte de nouveaux antibiotiques implique une bonne compréhension des mécanismes
de résistance bactérienne et I’exploration de nouvelles cibles thérapeutiques. Plusieurs
recherches menées a ce jour ont pour objectifs d’améliorer 1’activité des antibiotiques existants
ou de trouver de nouvelles voies thérapeutiques afin de combattre les maladies infectieuses.

Quelques exemples de nouvelles voies thérapeutiques sont décrites ci-dessous.

2.3.1. Huiles essentielles

Pendant des siecles, les huiles essentielles ont joué¢ un role essentiel dans les pratiques
médicinales anciennes et les applications thérapeutiques. Au-dela de leurs utilisations
traditionnelles, les industries alimentaires modernes exploitent leur potentiel aromatique '°.
Dans une étude approfondie menée par Calo et al (2015), la composition complexe des huiles
essentielles comprend des terpénes, terpénoides, esters, alcools, acides, aldéhydes et cétones 4.

Comprendre leur activité antibactérienne est souvent délicat en raison de la complexité de leur

composition.

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer les actions des composés chimiques
contenus dans les huiles essentielles '*. L action antimicrobienne des huiles essentielles pourrait
étre attribuée a leur capacité a pénétrer a travers les membranes bactériennes et a exercer une

activité inhibitrice sur les propriétés fonctionnelles de la cellule. La propriété hydrophobe des
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huiles essentielles et de leurs constituants leur permet d’interagir avec et de perturber les lipides
présents dans les membranes cellulaires bactériennes et les mitochondries, fragilisant les

membranes, ce qui les rend plus susceptibles aux dommages ou a la destruction .

Plusieurs études ont mis en évidence l'activité antimicrobienne des huiles essentielles extraites
de diverses sources végétales. Hriouech et al (2020) ont réalisé une étude ayant pour objectif
de tester I’effet du 1,8-cinéole, appelé aussi I'eucalyptol, qui est le principal constituant de
I'huile d'Fucalyptus globulus, contre les souches de Staphylococcus aureus, seul ou en
combinaison avec de 1’amoxicilline/acide clavulanique (AMC) et de la gentamicine. Les
résultats in vifro ont montré que la combinaison des deux antibiotiques avec 1’eucalyptol avait
un effet synergique. Ainsi, in vivo, une réduction significative du nombre de colonies dans la
moelle osseuse a été observée lorsque des lapins ont été traités avec I'AMC associé soit au 1,8-
cinéole soit a la gentamicine par rapport aux lapins traités avec I'AMC, la gentamicine ou le
1,8-cinéole seul °. Dans la méme directive, I’étude d’ Akhmouch et al (2022) vise a évaluer
I’action synergique de ’AMC associé au 1,8-cinéole sur des isolats cliniques de souches
d’Escherichia coli et de Klebsiella pneumoniae, extrémement productrices de beta-lactamases
ESBL (Extended-spectrum beta-lactamases), ainsi qu’a déterminer 1'effet de cette association
sur le mécanisme de résistance enzymatique des ESBL. Les résultats du test enzymatique ont
montré que l'association de 'AMC avec le 1,8-cinéole influence notamment la résistance
enzymatique en diminuant I'affinité de 'antibiotique beta-lactame, ' AMC, pour I'enzyme beta-
lactamase. Tous les résultats obtenus suggerent que 1'association AMC/1,8-cinéole pourrait étre
employée en thérapie pour surmonter la résistance bactérienne a 'AMC tout en réduisant la
prévalence de la résistance '¢. Il sera probablement nécessaire de déterminer le mécanisme

d’action de telles associations avant d’envisager leur utilisation thérapeutique.

Les interactions antibiotiques-huiles essentielles ne sont pas toujours positives. Tetard et al
2021 ont évalué les effets du citral, principal composant de 1'huile de citronnelle, sur la
sensibilité in vitro de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques. Ils ont montré que de faibles
concentrations de citral (2 ou 4 mg/mL) augmentaient 1'expression des geénes codant pour les
systemes d'efflux responsables de la résistance aux multi-drogues, appelés MexEF-OprN et
MexXY/OprM, ainsi qu’a la résistance bactérienne aux antibiotiques anti-pseudomonas,

notamment I'imipenéme, la gentamicine, la tobramycine, la ciprofloxacine et la colistine !”.

2.3.2. Vectorisation d’antibiotiques
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Une approche prometteuse qui permet de surmonter la perméabilité de la paroi cellulaire des
bactéries et de réduire l'accumulation intracellulaire consiste a lier un antibiotique a un
sidérophore . Ces derniers sont des molécules organiques ayant une grande affinité pour le
fer. Cet élément est nécessaire a tous les organismes vivants en tant que cofacteur dans de
nombreux processus cellulaires fondamentaux et essentiels tels que le transfert d'électrons, la
respiration cellulaire et le métabolisme des superoxydes . Leurs poids moléculaires varient
entre 150 et 2000 Da !8. Ces conjugués de sidérophores-antibiotiques, pénétrent dans les
cellules bactériennes par les voies d'absorption spécifiques et délivrent une molécule toxique
20_ Alinsi, le pathogéne absorbera I’antibiotique en méme temps que le fer. Ces conjugués sont

2

appelés des sidéromycines 2'. Quelques sidéromycines naturelles ont été identifiées,

comprenant les albomycines, les ferrimycines, les danomycines, les salmycines et certaines

21 Ces conjugués sidérophores-antibiotiques naturels sont transportés dans la

microcines
bactérie ciblée par des voies d'absorption du fer dépendant du sidérophore. Ce transport couplé
a l'énergie a travers les membranes bactériennes augmente considérablement l'efficacité

antibiotique des sidéromycines 2!.

Zhanel et al (2019) ont montré 1’efficacité d’un conjugué synthétique entre la céphalosporine
et un dérivé de sidérophore, conjugué qui a été approuvé par la Food and Drug Administration
(FDA) en 2019. 11 s’agit du Cefiderocol, qui présente une puissance antibactérienne accrue par
rapport aux céphalosporines analogues de troisiémes et quatriemes générations telles que la
ceftazidime et la céfépime. Le Cefiderocol utilise le transport du fer pour absorber les agents
pathogenes a Gram négatif. Il induit une sensibilité et une élimination accrue des souches
d'agents pathogénes a Gram négatif résistantes aux antibiotiques, notamment Pseudomonas

aeruginosa, Burkholderia cepacia, Acinetobacter baumannii et Enterobacteriaceae .
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2.3.3. La phagothérapie

Les bactériophages sont des virus spécifiques de bactéries. La phagothérapie consiste a utiliser
des bactériophages afin de traiter certaines infections bactériennes. Elle a été découverte par

Félix d‘Hérelle en 1917, bien avant la découverte de la pénicilline en 1928 3.

Les phages se divisent en deux catégories : lytiques ou virulents et lysogéniques ou tempérés
24 Dans le cycle lytique, I'ADN de I'hote (bactérie) est dégradé et diverses protéines sont
produites, telles que la protéine de la capside. De nouveaux bactériophages sont ensuite générés
a l'intérieur de la cellule bactérienne en utilisant la machinerie synthétique de I'hdte. Environ
50 a 200 bactériophages sont produits, exercant une pression sur la paroi cellulaire bactérienne
pour provoquer sa rupture et libérer les phages. Cette interaction est décrite comme une relation
maitre-esclave. Dans le cycle de vie lysogénique, ' ADN du bactériophage s'integre a I'ADN de
1'héte, ou il est répliqué, restant ainsi sous forme d'entités cryptiques. L'ADN de bactériophage
intégré est connu sous le nom de prophage. Les genes lytiques sont également présents dans les
bactériophages tempérés mais ne s'expriment pas pour des raisons inconnues. Ce type

d'interaction est appelé relation hote-invité 24.

Les bactériophages se révelent étre des agents treés efficaces contre diverses infections
bactériennes, notamment grace a la production d'endolysines, des protéines qui contribuent a la
dégradation de la couche de peptidoglycane dans la paroi cellulaire bactérienne. Initialement
utilisées pour la pénétration dans 1'hote, ces endolysines agissent en rompant les liaisons entre
les composants du peptidoglycane, altérant ainsi la structure de la paroi cellulaire. Ces enzymes,
présentes naturellement dans les bactériophages, démontrent une efficacité contre tous types de

bactéries 2*.

Deux protocoles de phagothérapie sont utilisés en pratique clinique : soit par administration
d’un cocktail de bactériophages, soit par 1’utilisation d’un phagogramme (similaire a un test de
sensibilité aux antibiotiques). L'avantage du mélange de phages est de cibler un spectre large
de bactéries 2.

Seuls trois pays dont la Géorgie, la Pologne et la Russie utilisent la phagothérapie de maniére
réguliére. L'approbation et la mise en ceuvre dans d'autres pays sont encore en attente 2°. Ceci
est probablement di aux :

e différences des propriétés biologiques entre les phages et les antibiotiques classiques.

e nombreux isolats de phages (cocktails) a utiliser, en raison de la grande spécificité des

phages pour un traitement plus efficace .
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2.3.4. Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (AMPs) ont été¢ découverts pour la premiere fois en 1922 et sont
des polypeptides constitués de 12—50 aminoacides endogenes, synthétisés par voie ribosomale.
Les AMPs présentent un large spectre d‘action et une stratégie de défense contre plusieurs types
de bactéries, de champignons et de virus 2°. IIs ont diverses fonctions dont ¢ :
e L’activation des cellules immunitaires sur un site d’infection afin d’accélérer la
guérison des plaies.
e Le controle des réponses immunitaires du systéme contre un micro-organisme
particulier.
Le premier AMP mis au point a été le pexiganan, un analogue synthétique de la magainine 2
(obtenu a partir de la grenouille africaine, Xenopus laevis), qui a été administré sous forme de
créme pour applications topiques, appelée Locilex™, dans le traitement des ulcéres du pied
chez les patients diabétiques. Cependant, il n'a pas été approuvé par la FDA en raison du
manque d'efficacité dans les essais cliniques de phase 1T %7,
Actuellement, parmi les AMP acceptés/approuvés par la FDA, nous citons 2 ; la gramicidine D
qui a été approuvée par la FDA en 1955 en tant que composant de Neosporin®, une pommade
antibiotique triple destinée a traiter la conjonctivite bactérienne. La colistine, connue aussi sous
le nom de polymyxine E, a été approuvée par la FDA en 1962 et est active contre plusieurs
bactéries Gram-négatives, par exemple Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et

Acinetobacter spp. 2.

Elle est administrée par voie parentérale sous la forme de
méthanesulfonate de colistine, une prodrogue indiquée dans le traitement de la septicémie dans
la mucoviscidose, des infections cutanées, urinaires et respiratoires causées par Pseudomonas

aeruginosa .

Ainsi, la daptomycine, approuvée en 2003, est un lipopeptide anionique (un
peptide associé a une structure lipidique, ce qui lui confére une activité thérapeutique contre les
bactéries et les champignons) produit naturellement par Streptomyces roseosporus. 1l est utilisé
pour traiter les infections de la peau et des muqueuses causées exclusivement par des bactéries
a Gram positives °.

Les AMPs peuvent étre associés a des antibiotiques, agissant comme une antibiothérapie
combinée. Cette synergie est due au fait que ce groupe thérapeutique innovant provoque une

perturbation de la membrane cellulaire bactérienne, augmentant ainsi sa perméabilité aux

antibiotiques et facilitant leur pénétration dans le cytoplasme bactérien 3!,

2.3.5. Autres perspectives
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e ARN interférents

Une autre stratégie consiste a utiliser de courts fragments d'ARN synthétiques, appelés ARN
interférents (ARNI1). Le principe est de trouver certains sites dans 'ADN d'une bactérie qui
contrblent la synthése des protéines responsables de la résistance aux antibiotiques, comme

les génes qui codent pour les béta-lactamases par exemple *2.
e Anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux sont des molécules ayant une grande spécificité pour leur cible.
Ils représentent des outils indispensables dans la recherche, le diagnostic et la thérapie. Les
anticorps monoclonaux sont utilisés dans diverses applications telles que la cytométrie en
flux, les dosages immunologiques ou les approches thérapeutiques . Les traitements par
des anticorps monoclonaux sont bien établis dans le domaine de 1’oncologie et pour la prise
en charge des maladies auto-immunes. A présent, aucun anticorps monoclonal n’a été décrit
dans la thérapie bactérienne. Pourtant, les anticorps peuvent présenter une sélectivité élevée
pour différentes cibles bactériennes, telles que les toxines ou les facteurs de virulence .
Par exemple, le bezlotoxumab est un anticorps monoclonal présentant une affinité élevée
pour la toxine B de Clostridioides difficile et est le principal agent étiologique de
la diarrhée nosocomiale chez les patients sous antibiothérapie.

Plus récemment, des anticorps chimiques, partageant les mémes critéres en termes d’affinité
et de spécificité que les anticorps mais avec des avantages, ont été décrits sous I’appellation
d’aptameres. Ils pourraient étre utilisés comme nano-vecteur d’'une molécule thérapeutique.

Ceci est détaillé au chapitre 3 du manuscrit.
e Nanoparticules de métal

Des recherches récentes ont démontré des propriétés antibactériennes des constituants des
nanoparticules comme l'argent (Ar), l'oxyde de zinc (ZnO), l'oxyde de cuivre (CuO) et
I'oxyde ferrique (Fe203), contre les bactéries a Gram positif comme S. aureus et Bacillus
subtilis et contre les bactéries a Gram négatif comme P. aeruginosa et E. coli ¥*3°. Une autre
étude récente a démontré que la résistance aux antibiotiques de type fluoroquinolone peut
étre combattue en réduisant la perméabilité de la membrane et en augmentant l'efflux
lorsque des nanoparticules contenant de la fluoroquinolone sont utilisées. Cette étude a
montré que les nanoparticules a base d'ofloxacine (une fluoroquinolone) présentent une

efficacité antibactérienne supérieure contre plusieurs souches bactériennes dont £. coli, S.
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aureus, Pseudomonas vulgaris, P. aeruginosa et S. aureus, par rapport a l'ofloxacine seule
36

e Liposomes
Il s’agit de nanoparticules, constituées de bicouches lipidiques concentriques simples ou
multiples fabriquées principalement a partir de phospholipides et de cholestérol encapsulant
un environnement aqueux. De nouvelles formes galéniques d‘antibiotiques ont été mises au
point, sous forme de liposomes 7. Aujourd'hui, plusieurs nano-antibiotiques sont approuvés
cliniquement pour un usage humain. Par exemple, AX-TobraTM est une tobramycine sous
forme de liposome, inhalable et basée sur la technologie des Fluidosomes®. Elle est
indiquée pour le traitement des infections pulmonaires a Pseudomonas aeruginosa des
patients atteints de mucoviscidose et est commercialisée par Axentis Pharma (Zurich,
Suisse) 3.
Ainsi, de nouvelles solutions commencent a émerger pour lutter contre ce défi de la résistance
aux antibiotiques. Cependant, quelle que soit la solution trouvée, il devient également évident
que les bactéries sauront comment y résister. C’est la raison pour laquelle il est important
d’alimenter continuellement un réservoir de solutions potentielles. Les pharmacopées
anciennes pourraient étre une piste pour alimenter ce réservoir ; piste que j’ai appréhendé durant

mon doctorat.
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Introduction des sciences Médico-
pharmaceutiques Arabo-musulmanes
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Chapitre 2 : Introduction des sciences Médico-pharmaceutiques, arabo-
musulmanes

« On ne connait pas complétement une science tant qu’on n’en sait pas [’histoire ». Auguste
Comte (1798-1857)

1. Thérapies naturelles a base de plantes

Les composés naturels (dérivés d'insectes, d'animaux, de plantes ou de minéraux, par exemple)
ont été utilisés pour guérir et prévenir diverses maladies infectieuses, depuis des millénaires.
Selon 1'0Organisation mondiale de la santé (OMS), 65 % de la population mondiale continue de

s'appuyer sur des systémes a base de plantes pour ses soins de santé 3°.

Depuis 1'Antiquité, les plantes ont pris une grande importance et ont été considérées comme
ayant un fort potentiel médical, que ce soit dans I'alimentation ou dans les usages médicinaux
afin de combattre certaines maladies infectieuses. L'étude des activités liées aux plantes
remonte a des centaines d'années, depuis la Mésopotamie, qui décrit plus de 1000 plantes et
leurs produits dérivés, comme les espéces Cedrus ou Commiphora, jusqu'au papyrus égyptien
Ebers, qui a son tour comprend plus de 700 plantes, comme les especes d’ Aloe et surtout I’ 4/oe
vera, en passant par les Grecs et les Romains. La médecine greco-romaine est d’ailleurs
considérée comme la base de la médecine arabo-islamique. Plusieurs produits naturels ont été
identifiés, avec un focus sur la médecine basée sur les plantes *°. Ensuite, les savants arabo-
islamiques comme Ibn Sina, Al Rhazi, Ibn Al Baytar et bien d’autres, ont introduit de
nombreuses nouvelles idées et ont actualisé les connaissances sur les plantes et leur efficacité
pharmacologique potentielle. Chacun de ces savants a détaillé un chapitre
d'ethnopharmacologie comprenant plusieurs remédes ou drogues a base de plantes. Les
avancées permises au cours de cette période, considérée comme un Age d’Or pour la médecine
antique, ainsi que la rationalité de la démarche scientifique et les perspectives que peuvent offrir
I’étude de cette période sont détaillées dans une revue que je présente dans la premiere partie

des résultats.

Le tableau 2 ci-dessous présente quelques-unes des plantes utilisées a I'époque médiévale arabe,
leurs principales utilisations quotidiennes ou médicinales et leurs activités thérapeutiques. Il est
important de noter que certaines de ces plantes sont encore utilisées de nos jours dans les

systémes de médecine traditionnelle pour les soins de santé 41—,

Les herboristes arabes ont mis au point plusieurs méthodes pour préparer différentes formes de

drogues. Ils utilisaient généralement soit la plante entiere, soit une partie de celle-ci, comme les
18



feuilles, les fleurs, les graines ou les racines. Les drogues pouvaient étre prises sous forme
d'extraits de plantes, en particulier d'extraits alcooliques, de tisanes, de sirops, de pommades et
de baumes, de pilules ou de comprimés. Ainsi, pour chaque forme recherchée, une méthode de
préparation spécifique est appliquée afin d’obtenir les constituants bénéfiques de la plante
utilisée. Les drogues, une fois préparées, peuvent étre utilisées pour une administration orale
ou pour des usages externes. Le tableau 3 ci-dessous présente les différentes techniques de

préparation de remédes a base de plantes *.

2. Thérapies naturelles a base de métaux

Les métaux ont été largement utilisés dans de nombreuses pharmacopées depuis 1'antiquité *°.
Les thérapies comprenant des métaux ont été utilisées par les Egyptiens, les Romains, les Grecs
et les praticiens arabes afin de fabriquer des récipients, de purifier I'eau et les aliments pour
guérir certaines maladies. Les métaux et les minéraux sont des composants importants des
produits naturels ; par exemple, Hippocrate a nommé 9 minéraux et 6 métaux, qui représentent

environ 6% de toutes les substances utilisées *°.

Les différents métaux utilisés depuis D’antiquité dans différentes cultures a travers le monde
peuvent étre divisés en deux catégories. Certains exercent des fonctions vitales pour les cellules
comme le fer (Fe), le cuivre (Cu) ou le zinc (Zn), mais qui, a des concentrations élevées, peuvent
devenir toxiques. Et, d’autres sont toxiques méme a faible concentration comme l'argent (Ag),
l'or (Au) ou le mercure (Hg) *°.

Le tableau 4 ci-dessous présente les médicaments a base de métaux, utilisés a I’époque

médiévale arabe pour le traitement de diverses maladies, et leurs activités thérapeutiques.
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Tableau 3 : Les différentes formes et méthodes utilisées pour préparer les médicaments a base de plantes *°.

Formes de Méthodes de préparation Mode
drogues utilisées d’administration
Plante entiere Forme séchée sous forme de poudre, de jus frais ou de feuilles | Orale
fraiches
Tisanes Extraits de plantes a 1'eau chaude, comme la camomille, la sauge, | Orale
etc...
Macérats Les plantes sont hachées, ajoutées a de I'eau froide, puis laissées au | Orale
repos pendant 7 a 12 heures.
Sirops Un mélange de 65 parts de sucre et 35 parts d'eau est réalisé avec | Orale
les plantes, puis passé a ébullition et macéré pendant 3 semaines.
Inhalation La plante est bouillie puis inhalée. On l'utilise pour combattre | Nasale
l'infection des sinus ou la toux, ou pour nettoyer la peau en
profondeur.
Extraits Les extraits liquides sont obtenus en utilisant une distillation sous | Orale

vide combinant 1’eau et 1’alcool.

Les extraits secs sont le résultat de l'évaporation d'une maticre
végétale en une masse se¢che. Ils peuvent ensuite étre condensés en
capsules ou en comprimés.

Huiles essentielles

Elles sont obtenues par distillation a la vapeur ou par
hydrodistillation et généralement diluées dans des huiles pour ne
pas nuire a la peau, comme l'huile d'olive ou une autre huile de
qualité alimentaire qui peut étre utilisée sans danger.

Usage externe/local

Baumes, crémes et
lotions

Les herbes sont trempées dans 'huile pendant une longue période
(des semaines a des mois), afin de favoriser I'extraction de certains
ingrédients dans I'huile. L'huile peut étre transformée en lotions,
crémes ou baumes et peut ensuite étre utilisée localement.

Usage externe/local

Cataplasmes et
compresses

Des parties des plantes sont écrasées et mélangées a de 1'eau chaude
pour former une pate ou un emplatre médicinal. Le mélange obtenu
est appliqué sur les plaies, les brilures, les piqlres d'insectes et
d'animaux, les éruptions cutanées ou les irritations
dermatologiques.

Usage externe/local
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Tableau 4 : Médicaments a base de métaux utilisés a l'époque médiévale arabe

Métal /
Minéral

Argent

Arsenic

Bismuth

Cuivre

Fer

Mercure

Nom

Argent et
ses résidus

Arsenic,
sulfure
rouge
d'arsenic
ou sulfure
jaune
d'arsenic

Bismuth

Sulfate de
cuivre
(appelé

vitriol bleu

al'époque
médiévale),
acétate de
cuivre

(vert-de-
gris ou
vitriol
vert),

oxyde de
cuivre.

Hématite

Sulfure de
mercure
(cinabre),
ou certains
de ses
minéraux
extraits par
le feu

Principales
cslﬂﬁli)olllee utilisations dans
q I’dge médiéval arabe
A Plaies et maladies de
& la peau
Maux d'estomac,
i?? troubles du sommeil,
23 cosmétiques
Bi Diarrhée, ulcére
gastrique
CuSO4
Maladies des yeux,
Cu(CO2CHs)20u | blessures des oreilles
FeSO4 et de la peau, et
cosmétiques
Cu20
Maladies des yeux et
Fe:0s les soins dentaires.
Heg Maladies de la peau,

syphilis.

26

Activités thérapeutiques évoquées
dans la littérature

Effets anti-inflammatoires,
antibactériens et antiviraux. Il est
important de noter que des études
montrent que les ions Ag peuvent
étre capables de tuer des bactéries
résistantes aux antibiotiques, ce qui
indique le potentiel des métaux en
tant que nouveaux médicaments ”°.
Une étude montre que certains
compos€s de l'arsenic étaient
utilisés comme anticancéreux,
notamment dans le traitement de la
leucémie aigiie %, mais ses
utilisations restent limitées ou
inconnues en raison de ses effets
nocifs et toxiques.

Meédicaments antitumoraux obtenus
a partir de sels de bismuth, activité
antibactérienne et antifongique des
composés de bismuth ou du
complexe bismuth-antibiotique 8.

Agents antipaludéens,
antifongiques et antibactériens.
Récemment, le cuivre est utilisé
dans le traitement de la maladie
d'Alzheimer en raison de son action
neuroprotectrice, et comme
médicament potentiel pour
combattre 1la maladie de Parkinson
79

Les nanofilms de cuivre sont
efficaces pour prévenir certaines
infections nosocomiales %2.

Le fer est I'un des ¢1éments les plus
importants pour de nombreux
processus biologiques des cellules,
comme l'apport d'oxygene aux
organes, la production d'énergie et
le renforcement de 1'immunité.

Les vitamines ferriques orales sont
et restent recommandées pour les
personnes présentant une carence
en fer .

Les composés organiques du
mercure sont utilisés pour conserver
la fraicheur des gouttes
ophtalmiques. Le mercure était
employé comme désinfectant et
pour traiter la syphilis. Dans la
restauration dentaire, on utilisait



Or ou
résidus d'or

Plomb,
litharge
(plomb
rouge),
carbonate
de plomb
(céruse),
sulfure de
plomb
(khol)

Plomb

Soufre Soufre

Oxyde de
zinc

Zinc

Pb
PbO
(PbCO:s)2-Pb
(OH)2
PbS

ZnO

Maladies des yeux,
notamment la
cataracte, plaies de la
peau, utile pour
moduler les
battements cardiaques
dans certains cas, et
utilisation
cosmétique.

Maladies des yeux et

de la peau, bénéfique

pour les morsures de
certains animaux.

Blessures ¢t maladics

de la peau, morsures

d'animaux, maladics
mentales.

Maladies des yeux et
de la peau.
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une combinaison de mercure, de
cuivre et d'argent 3,

Effets anti-inflammatoires des
nanoparticules d'or, dans le
traitement de la leishmaniose, de la
malaria et de la tuberculose .

Une étude montre que les
complexes d'Au (IIT) pourraient
inhiber la réplication du VIH %,

Sa toxicité n'a jamais ¢été un
mystere puisqu'elle a été utilisée
pendant des siécles en
administration topique a de faibles
concentrations.

Le soufre est un constituant
chimique courant dans le corps
humain, avec le calcium et d'autres
éléments. On peut le trouver dans
des aliments tels que I'ail ou les
oignons qui présentent des effets
thérapeutiques bénéfiques décrits
dans le tableau 2.

Le zinc est un élément essentiel a la
croissance et au développement des
cellules. Le ZnO présente une
activité antibactérienne et
antifongique, antioxydante et anti-
inflammatoire 3647,



Les plantes, les insectes, les animaux, les minéraux et plusieurs produits naturels constituent une
source exceptionnelle de molécules bioactives depuis I’antiquité. Ils ont suscité une attention
considérable et continuent de fournir a 'humanité de nouvelles sources de médicaments. Avec le
développement des techniques moléculaires, il est possible aujourd’hui de déterminer et
identifier les différents composants responsables d’une activité biologique d’une plante ou d’une
composition issue des traitements anciens. Pour diminuer les effets secondaires de ces différents
¢léments, il serait nécessaire de les diriger vers un foyer bactérien. Pendant mon doctorat, j’ai

évalué le potentiel des aptameéres en tant que molécules de ciblage des bactéries.
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CHAPITRE 3

Stratégie de ciblage a base d’aptameres
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Chapitre 3 : Stratégie de ciblage a base d’aptaméres
1. Généralités

L’objet de ce chapitre est de présenter une stratégie de ciblage a base d’aptameére a acides

nucléiques, basée sur la reconnaissance aptamere-cible.

En raison de leur grande spécificité et de leur facilité de synthese, les aptaméres sont de plus en
plus utilisés dans une variété d'applications et sont un outil prometteur dans les domaines de
recherche. Par exemple, les aptameéres peuvent étre utilisés comme agents de diagnostic pour
détecter la présence de molécules cibles dans les échantillons biologiques tels que le sang ou
l'urine. Ils peuvent également étre utilisés comme agents thérapeutiques soit car ils ont une action
directe sur leurs cibles et activent/répriment des cascades de réaction, soit pour délivrer des
molécules (drogues), spécifiquement aux cellules cancéreuses, virus ou bactéries qu’ils ciblent.
En raison de leur grande spécificité et de leur facilité de manipulation, les aptameres offrent de

nombreuses possibilités pour la recherche médicale et la biotechnologie 8.

Les acides nucléiques sont un élément essentiel a la cellule, avec les glucides, les lipides et les
protéines. L'ADN (acide désoxyribonucléique) et I'ARN (acide ribonucléique) sont des
molécules présentes dans toutes les cellules des étres vivants pour lesquelles des groupes
fonctionnels nucléotidiques sont greffés sur un squelette polymere pentose-phosphate. La
structure de 'ADN comporte quatre nucléotides distincts : l'adénine (A), la thymine (T), la
cytosine (C) et la guanine (G). La thymine (T) est remplacée par 1’uracile (U) dans la molécule

d’ARN (figure 6) ¥.
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Figure 6 : Schéma illustrant le processus de la transcription de I’ADN double brin en ARNm simple brin.
La synthése protéique se fait par la traduction de I’ARNm en acides aminés, qui par enchainement produisent une protéine.

Transcription 5

Ces macromolécules ont différentes fonctions physiologiques :

- Elles sont porteuses du patrimoine génétique et sont principalement responsables de la
production des protéines intervenant dans le fonctionnement d’une cellule. La figure 6
présente schématiquement le processus de transcription de ’ADN en ARN messager,
puis la traduction en protéines. La syntheése protéique débute par la transcription d'une
section fonctionnelle de 'ADN (un géne) en ARNm, par I’action de ’enzyme ARN
polymérase. Cet ARNm est dit codant car il contient des parties qui vont coder des
protéines. Les ARN non codants comme I’ ARN de transfert (ARNt), I’ARN ribosomique
(ARNTr), les petits ARN interférent (ARNsi) n’ont pas de mission a coder des protéines
mais assurent d’autres fonctions. Les ARNt assurent 1’association d’un codon de trois
nucléotides a un acide aminé déterminé par le code génétique. Les ARNr sont des ARN
formant les ribosomes. Les micro-ARN et les ARNsi jouent un role dans la régulation de
I’expression des genes. Le ribosome, qui comprend une centaine de protéines, est
impliqué dans le mécanisme de transcription de I'ARNm en protéines *°.

- Ces éléments régulateurs ont servi de bases conceptuelles pour le développement d’ARN
synthétiques, comme sondes d’affinité ou éléments de reconnaissance moléculaire, dans
un certain nombre d’applications a visée diagnostique pour par exemple la détection
spécifique d’un foyer bactérien, ou a visée thérapeutique comme la vectorisation de
médicaments a action localisée. Les aptameéres, que je décrirai ci-dessous, sont des acides
nucléiques synthétiques.

- Les acides nucléiques peuvent étre utilisés pour des applications thérapeutiques. Nous

n’en citerons que quelques-unes. L’un des exemples sont les vaccins a ARNm, qui
2
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utilisent généralement ’ARNm viral pour produire des protéines virales et permettre au
systéme immunitaire de le combattre le virus ®!. Les vaccins a base d’acides nucléiques
présentent plusieurs avantages dont la stimulation de I'immunité a médiation cellulaire et
humorale, la facilit¢ de conception et production, ainsi que l'adaptabilité rapide aux
souches pathogénes mutantes °2. Plusieurs vaccins & ARNm sont déja développés,
notamment de la Covid-19 comme ceux de Pfizer et Moderna, et d’autres qui sont en
cours d’études contre diverses maladies, notamment le virus Zika, certains cancers...
Parmi les médicaments qui ont ét€¢ approuvés par la China Food and Drug Administration
(CFDA), la gendicine a été mis sur le marché en 2003. Il s’agit d’un adénovirus exprimant
le géne p53 (codant pour un suppresseur de tumeur), indiqué dans le traitement de cancers

de la téte et du cou *3.

2. Aptameéres

2.1. Définition et caractéristiques

Les aptameres sont des oligonucléotides ARN ou ADN simple brin, de poids moléculaire
compris entre 6 et 30 kDa °*. Ils sont appelés également ‘anticorps chimiques’, puisque leur
fonction est semblable a celle des anticorps en termes de reconnaissance et liaison de I’antigene
et parce qu’ils peuvent/pourraient étre utilisés comme les anticorps, en tant qu’agents pour le
diagnostic, I’imagerie ou la thérapie. Les aptameres se lient a leur cible avec une grande affinité
et spécificité. Cette affinité est déterminée par une constante de dissociation Kd qui correspond
a la force d’interaction entre la molécule cible et I’aptameére. Elle est de I’ordre de nanomolaire
(nM) au picomolaire (pM) ?°. Les aptaméres peuvent étre générés contre des cibles de natures
diverses, telles que des petites molécules organiques (par exemple des molécules thérapeutiques
comme des antibiotiques tels que les tétracyclines), des peptides, des protéines, des acides
nucléiques, ou des enzymes *°. Les aptaméres peuvent également cibler des macromolécules, ou
méme des bactéries, des virus et des tissus humains tumoraux... *>. La chaine simple brin d'un
aptamere est repliée en une structure 3D. La structure repose sur une variété d’appariement de
bases et de leur empilement dans un micro-environnement spécifique (figure 7) 7. Elle est
hiérarchisée en structure primaire simple brin correspondant a la séquence d’aptamere, qui par

des repliements intramoléculaires résultent en structures secondaires et tertiaires.

32



" > Structure Structure 3D d'un
Séquence d'un

£ secondaire d'un aptamere
aptamere a ADN aptamére
é’ffw’ ot ﬁ) < g P »::‘\ &
‘,i b R /“‘.x'&
A ﬁf,%;’
BN o 7 } _*
TGCAT--TTGCA ¢ ] o
© j'u-\. -L
L ¥

Figure 7 : Illustration schématique des différentes structures d’aptaméres °’. (Adapté de Kilgour et al 2022).

Les aptameéres sont peu connus et beaucoup moins utilisés que les anticorps, mais ils sont

considérés comme des outils intéressants, alternatifs aux anticorps, parce qu’ils présentent

plusieurs avantages (tableau 5). Les aptameres sont synthétisés chimiquement. Leur synthese est

donc plus rapide et moins onéreuse que la production d’anticorps. D’autre part, cette synthése ne

nécessite pas d’animaux. Les aptaméres semblent peu immunogenes, et non toxiques. Leur taille,

plus petite que celle des anticorps, leur permet de pénétrer plus profondément dans les tissus 8.

Ils sont stables méme a des températures élevées, et peuvent retrouver leur structure apres

dénaturation thermique, ce qui facilite leur mode de conservation et transport.
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Tableau 5 : Comparaison de différentes propriétés entre les aptaméres et les anticorps.

Critére Aptamdéres Anticorps
Composition Nucléotides Acides aminés
Poids moléculaire 6-30 kDa 150 kDa
Affinité Kd, en nano/pico molaire. Kd, en nano/pico molaire.

N’importe quelle cible : ions, peptides,

protéines, toxines, virus, bactéries, Cibles limitées aux molécules
Cibles possibles organes, molécules organiques et immunoggenes et non toxiques.
inorganiques. ..
Mode de synthése In vitro via la méthode SELEX. In vivo, via un systéme biologique.
2 — 8 semaines. 6 mois ou plus.

Stables avec une longue durée de
] Moins stables, avec une durée de
conservation. o
conservation limitée.
Stabilité Résistants aux températures élevées

(jusqu’a 95°C).

Immunogénicité Faible immunogénicité Immunogenes

2.2. Technique de SELEX

Les aptameres sont isolés par une technique combinatoire d’évolution in vitro, appelée SELEX
(Evolution systématique de ligands par enrichissement exponentiel), décrite pour la premiére fois

en 1990 *° et dont le principe est décrit ci-dessous

Le processus du SELEX consiste a réaliser plusieurs cycles (n cycles) successifs de sélection
contre une cible d’intérét et d’amplification, jusqu’a I’identification de molécules nommées
aptameres ayant les propriétés requises de liaison a la cible. Le schéma représenté en figure 8 est
un exemple du processus de SELEX permettant d’identifier des aptameres ciblant des bactéries.
La méthode se résume en 4 étapes; (1) la préparation de la banque d’oligonucléotides et
I’incubation avec la cible, (2) la sélection des séquences liées, (3) 1’élution des séquences liées
et I’élimination des séquences non liées et enfin (4) I’amplification des séquences reconnaissant
la cible, qui seront I’objet d’un produit de départ du cycle suivant 1%,

(1) Le point de départ d'un processus SELEX est une banque aléatoire d'oligonucléotides (ADN
simble brin ou ARN) synthétisée chimiquement, constituée d'environ 103 a 10'° séquences
différentes '%°. Les oligonucléotides de la banque initiale sont constitués d’une région centrale de
séquence et taille variable (comprise généralement entre 20 et 50 nucléotides), flanquée de deux
séquences fixes. Ces derniéres permettent de lier les amorces d’extrémités nécessaires a I’étape

d’amplification.
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(2) La sélection consiste a mettre en contact la cible avec la banque de séquences
d’oligonucléotides ADN ou ARN ; on parle d’une sélection positive. Plusieurs techniques
peuvent étre utilisées dont la chromatographie d’affinité, I’électrophorese sur gel ou capillaire et
I’utilisation de billes magnétiques pour lier la cible 5.

(3) Une partie des séquences de la banque va se fixer sur la cible et I’autre partie non liée a la
cible sera éliminée. Apres avoir éliminé les séquences non liées, les oligonucléotides liés sont
¢lués de la cible pour les étapes suivantes du processus. Les méthodes d'élution des aptameres
peuvent étre des méthodes dénaturantes comme le traitement thermique ou 1'ajout de substances
détergentes, d'urée, de SDS ou d'EDTA 1.

(4) A l’issue de ces étapes, 1’étape d’amplification permet d’obtenir un grand nombre de copie
des séquences liées a la cible, qui vont servir de produit de départ pour un prochain cycle, par la
réaction en chaine par polymérase PCR, dans le cas d’une banque d’ADN simple brin, ou a la
transcription inverse suivie d’une PCR (RT-PCR) dans le cas d’une banque d’ARN. Une amorce
sens (comprenant une extension a l'extrémité contenant la séquence du promoteur T7 pour la
synthése d’ARN) et une amorce anti-sens sont nécessaires pour convertir la banque d’ADN
simple brin (ADNsb) en ADN double brin (ADNdb) par PCR. Les deux brins sontséparés pour
obtenir une nouvelle banque d’ADN simple brin (ADNsb).. Dans le cas de sélection d’aptameres

a ARN, I’étape de transcription suit une réaction par RT-PCR.

Une sélection négative (ou contre-sélection) est souvent réalisée soit juste avant ou apres la
sélection positive. Cette étape consiste généralement a exposer la banque d’oligonucléotides avec
une molécule ou cellule différente de la cible d’intérét en éliminant les oligonucléotides qui s’y

lient, dans le but d’augmenter la spécificité de la banque a la cible d’intérét.

Les séquences enrichies sont ensuite analysées par séquencgage.
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Figure 8 : Schéma illustrant le processus d'un SELEX d’aptaméres ciblant des bactéries.

Le SELEX est une méthode de sélection d’aptaméres. 1) Synthése d’une banque d’oligonucléotides. 2) Etape de sélection qui
consiste a incuber la banque avec les bactéries cibles. 3) Etape d’élution qui consiste a éliminer les séquences non lides a la
cible. 4) Etape d’amplification qui consiste a amplifier les séquences liées qui vont servir a un produit de départ pour un suivant
cycle de SELEX.

Nous ne décrirons ci-dessous brievement que les deux méthodes utilisées au sein du laboratoire
de bio imagerie et pathologies (LBP, UMR 7021 — Université de Strasbourg). Ce sont les
méthodes principales qui permettent I’identification d’aptameres ciblant des molécules de

surface cellulaire.

2.2.1. Protein-SELEX

La technique protein-SELEX ou SELEX classique est une technique qui utilise des molécules
(ici des protéines) entieres ou tronquées comme cibles. Elles sont souvent exprimées sous forme
de protéines recombinantes auxquelles sont attachées des étiquettes pour faciliter leur
purification et/ou la sélection grace a leur fixation sur des colonnes d'affinité. De nombreuses
protéines subissent des modifications post-traductionnelles (phosphorylation, glycosylation,
méthylation, acétylation...) modifiant leur conformation. Cela pourrait étre une explication au
fait que certains aptameres sélectionnés par cette approche n'ont pas permis de détecter leur cible

dans leur contexte cellulaire 101-103

2.2.2. Cell-SELEX
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Pour cibler un récepteur membranaire dans son environnement cellulaire ou pour cibler une
cellule, des procédures SELEX plus complexes ont été congues.

Les lignées de cellules cancéreuses sont 1'une des cibles les plus étudiées pour le Cell-SELEX et
plusieurs aptaméres contre diverses cellules cancéreuses ont été identifiés jusqu'a présent %4, Si
la cible moléculaire n’est pas identifiée, un cell-SELEX peut étre réalisé dans 1’objectif
d’identifier de nouveaux biomarqueurs tumoraux. Si une cible moléculaire, généralement un
récepteur de surface cellulaire, est identifié, alors un cell-SELEX peut étre réalisé sur des cellules
sur-exprimant cette cible. La figure 9 représente trois schémas illustrant 3 types de cell-SELEX,

établie par Mercier et al (2017) 1°1.
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Figure 9 : Schémas illustrant le cell-SELEX. A : cell-SELEX sur un biomarqueur de surface de cellule tumorale pré-identifié,
coloré en rouge. B : cell-SELEX sur un biomarqueur de surface de cellule tumorale post-identifié a la fin du processus SELEX,
et coloré en rouge. C : cell-SELEX sur cellule tumorale pour laquelle aucun biomarqueur de surface cellulaire particulier n'est
pré-identifié. Les aptameres sélectionnés seront spécifiques de la signature moléculaire de la cellule. La cellule entiére est
utilisée pour la sélection positive et est colorée en rouge ! (Par Mercier et al 2017).
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Les aptameres peuvent étre utilisés en tant que sondes moléculaires, par exemple pour le
diagnostic du cancer lorsqu'ils sont marqués avec des fluorophores (par exemple I’isothiocyanate

de fluorescéine et les cyanines) et qu’ils reconnaissent des biomarqueurs tumoraux '%°.

En ce qui concerne les maladies infectieuses, plusieurs études ont montré 1’identification
d’aptameres spécifiques a des souches bactériennes, a des virus, a des champignons. Par exemple,
Chen et al (2007) ont identifié¢ ’aptamere NK2 qui se lie a la souche virulente de Mycobactérium
tuberculosis H37Rv avec une affinité de ’ordre du micromolaire avec : K;a= 54uM, et Kog =
0,1uM 1% Ces données déterminées par titrage calorimétrique isotherme (ITC) suggérent qu’il
existe deux sites de liaison a aptamére NK2 a la surface de la bactérie. Afin de déterminer la
cible moléculaire de I’aptamere, Chen et al (2007) ont traité M. tuberculosis H37Rv avec des
protéinases telles que la trypsine et la protéinase K pendant une courte période avant d'ajouter
l'aptamere. L'aptamere NK2 a perdu sa liaison aux bactéries apres 10 minutes de traitement avec
la trypsine ou la protéinase K. Les sites de liaison de l'aptamere NK2 ont été éliminées par ces
traitements, concluant ainsi que les molécules cibles étaient trés probablement des protéines
membranaires '°°. Les auteurs ont également montré que I’aptamére NK2 améliore la production
d'TFN-gamma par les cellules CD4+T en bloquant certaines protéines membranaires a la surface
de H37Rv % ce qui améliore la réponse immunologique protectrice contre M. tuberculosis.

Une autre utilisation fascinante du Cell-SELEX est la génération d’aptameres qui se fixent aux
cellules infectées par un virus. L’insertion des protéines virales a la surface de la cellule hote
modifie la composition de la membrane, générant ainsi des cibles virales d’intérét. Des aptaméres
ciblant ces molécules virales peuvent ainsi servir de sondes moléculaires en se liant aux cellules

infectées par le virus '%7.
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2.3. Stabilité des aptameéres

Les acides nucléiques naturels (i.e. non modifiés) sont rapidement dégradés par des nucléases en
quelques minutes voire quelques secondes, dans le plasma, en fonction de leur structure et de
leur composition chimique 1°%1%°_ Les aptaméres sont des molécules synthétisées chimiquement,
de manieére automatique et bien controlée. Des modifications chimiques peuvent étre introduites
afin d’obtenir des aptameéres moins sensibles aux nucléases et plus stables in vivo. Ces
modifications peuvent avoir lieu sur différents sites : le sucre ribose, le lien phosphate ou encore
la base nucléique. Elles peuvent étre introduites directement dans les banques utilisées pour le
SELEX (modifications pré-SELEX) ou apres le SELEX, c’est-a-dire qu’une fois les aptameéres
sont identifiés (modifications post-SELEX).

2.3.1. Modifications pré-SELEX

Les modifications chimiques pré-SELEX doivent étre acceptées par les enzymes utilisées
pendant le processus de sélection. Parmi les modifications pré-SELEX possibles, nous citons :
- Des modifications au niveau de la position 2’ du sucre (désoxyribose pour I’ADN et le
ribose pour I’ARN) en 2> Amino, 2’ Fluoro ou 2° OMéthyle (figure 10) 0.
- Cas des Spiegelmers : c’est une classe particuliere d’aptameéres, appelés également
aptameres en miroir, qui ont été concus en utilisant des oligonucléotides ayant une

configuration en miroir de leurs homologues naturels '!!

. Les aptameéres adoptent
généralement une configuration chirale droite (D-nucléotides) similaire a celle de I’ADN
et de PARN !'! Les Spiegelmers sont composés d’oligonucléotides ayant une
configuration chirale gauche (L-nucléotides). Cette modification confére aux

Spiegelmers une résistance a la dégradation par les nucléases (figure 11).

OH OMe

i ii iii iv v

Figure 10 : Les différentes modifications au niveau de la position 2° du sucre. Les substitutions utilisées du sucre désoxyribose
ou le ribose (i et ii) au niveau de la position 2’ de I’aptamere afin d’améliorer leur stabilité, par les groupements 2’-Amino (iii),
2’-Fluoro (iv) ou 2’-Ométhyle (v) 1. (Illustration adaptée de Ni et €] 2017).
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Figure 11 : Structure des aptaméres miroirs, appelés Spiegelmers, avec L-désoxyribonucléotide (L-ADN) 1.
Les modifications du sucre ribose peuvent également étre introduites post-SELEX, mais il est
préférable que ce soit avant le processus du SELEX, car les effets de ces modifications apportées
apres le SELEX peuvent étre difficiles a prévoir et pourraient avoir un effet sur la fonction de

l'aptamere 109.
2.3.2. Modifications post-SELEX

D’autres modifications post-SELEX permettent de stabiliser les aptaméres identifiés et
éventuellement d’améliorer les propriétés d’hybridation des aptameres. Les aptameres sont
facilement soumis a la clairance rénale en raison de leur taille. Le glomérule rénal a un seuil de
masse moléculaire de 30-50 kDa. Les aptameéres peuvent étre protégés a leurs extrémités par
'ajout de groupements volumineux, tels que le polyéthyléne glycol (PEG) qui est le plus
couramment utilisé, ou des groupes cholestérols, au niveau de I’extrémité 5' ou 3” des aptameres.
En conséquence, la taille des aptaméres est augmentée et leur clairance rénale est diminuée '-113,
Les acides nucléiques verrouillés LNA (locked nucleic acids) sont formés a partir d'un sucre
bicyclique en liant I'oxygene en 2' avec le carbone en 4' via un groupement méthyléne. En raison
de sa grande résistance aux nucléases et de sa thermostabilité accrue, cette modification est

utilisée pour générer des acides nucléiques plus stables 1.

La figure 12 montre les structures des LNA et acides nucléiques couplés au PEG.
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Figure 12 : Structures chimiques des LNA (figure du haut) et schéma réactionnel de la conjugaison de I'aptamére a un
polyéthylene glycol (PEG) de 40 kDa a [’extrémité 5' de I’aptamére (figure du bas),
par Petersen et al (2003) et Odeh et al (2020) respectivement 14115,

Le Macugen (pegaptanib sodium, figure 13) est un aptamere avec un squelette d'ARN qui a été
approuvé par la FDA. Il a été chimiquement modifié en post-SELEX permettant ainsi
d’augmenter sa résistance aux nucléases. Ainsi, au niveau de ’extrémité 5, la molécule du PEG
de 40kD a été ajoutée pour accroitre sa durée de vie dans les tissus !'6. Etant le premier a étre
utilisé en thérapie, il est détaillé davantage au niveau de la partie « aptameéres comme outils

thérapeutiques ».

42



>

>0c>
ccoo

A

> C

U
A
A AC

G —
G —
C fa—
40-kDa PEG-5’ 3’-3’—dT-5’
Figure 13 : Séquence du pegaptanib et structure secondaire prédite. Les purines 2'-O-méthylées sont représentées en rouge, les

pyrimidines 2’ fluorées sont représentées en bleu et les ribonucléotides non modifiés sont représentés en noir. Le site de
fixation d'une fraction de polyéthyléne glycol de 40 kDa est indiqué 6.

aNoNegNes

L’ajout de groupes fonctionnels comme la biotine, des groupements amines sont également utiles
pour I'immobilisation, et la conjugaison de de molécules fluorescentes est utile pour la détection
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2.4. Applications
Ci-dessous sont répertoriées certaines applications thérapeutiques et diagnostiques des

aptameres.

2.4.1. Aptameres comme outils thérapeutiques

Les aptameres pourraient a I’avenir étre utilisés pour traiter les infections bactériennes ou virales,
tout comme dans le traitement des troubles immunologiques et du cancer. Tels les anticorps, ils
peuvent agir comme antagonistes pour bloquer l'interaction des cibles associées a une maladie,
comme les interactions protéine-protéine ou récepteur-ligand **. Ils peuvent agir comme
agonistes pour activer la fonction des récepteurs cibles, ou en tant que vecteur pour délivrer des
agents thérapeutiques aux cellules ou tissus cibles 4.

Plusieurs aptameres ont fait 1'objet d'essais cliniques, dont principalement deux exemples sont
cités ci-dessous.

Le pegaptanib. En 2004, la FDA a approuvé le premier médicament a base d'aptamere pour le
traitement de la dégénérescence maculaire liée a 'dge (DMLA). Le pegaptanib est un aptamere
d'ARN de longueur de 28 nucléotides (figure 13). Il cible le facteur de croissance vasculaire
(VEGF) et inhibe son interaction avec ses récepteurs qui se trouvent principalement sur les
cellules endothéliales vasculaires. Il se vend sous le nom de Macugen® '!7. Cet aptamére a été
modifié en post-SELEX pour une meilleure efficacité. Il a ét€¢ conjugué au PEG afin de réduire
sa vitesse de distribution dans les tissus. Il a également été coiffé a I'extrémité 3’ d'un nucléotide
inversé afin de réduire la dégradation par la 3'-exonucléase !'%.

L'AS1411. Anciennement AGROO001, il s’agit d’un oligodéoxynucléotide qui ne contient que
des guanines et des thymines. Il a été découvert dans le cadre d’un criblage d’oligonucléotides
antisens pour la recherche d’activité antiproliférative. L’aptameére AS1411 induit ses effets

thérapeutiques par son interaction avec la nucléoline ''8.

Cette derniere est une protéine
nucléaire, mais dans plusieurs cellules cancéreuses, elle est présente a la surface cellulaire '*°.
D’autres exemples d’aptameres qui sont en cours d’essais ou ont été approuvés pour une

utilisation clinique, sont décrits dans le tableau 6 suivant '2°.
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Tableau 6 : Quelques exemples d aptaméres en cours d'essais cliniques 12°.

Aptamére Statut Cible Modifitions chimiques Affection
clinique
Phase I
ARC1905 achevée e
’ C5 -yl putincs Maladie oculaire
(Zimura) phases II et I1I 3'-T invers¢
40 kDa PEG
en cours
2'-0-méthyl purines
E-10030 ) ) )
Phase II PDGF 3'-dT inversé Maladie oculaire
(Fovista)
40kDaPEG
2'fluoropyrimidines
Pegaptanib P .
2'-O-méthyl purines ] .
sodium Approuvé VEGF ) Maladie oculaire
- ; 3'-dT inversé
acugen
g 40 kDa PEG
PEGylé
NOX-A12 Phase II CXCL 12 Oncologie
ARN-L
NOX-H94
Hepcidin ARN-L )
(lexaptepid Phase I et II ] Anémie
peptide hormone 5'avec PEG 40 kDa
pegol)
2'-ribo purine ou
Phase I et II Facteur IXa de o . )
REG1 ] 2'fluoropyrimidine Maladies coronariennes
achevées coagulation
40kDaPEG

VEGF : Facteur de croissance de I’endothélium vasculaire. C5 : Complément 5. PGDF : Facteur de croissance

dérivé des plaquettes. CXCL 12 : Chimiokine impliquée dans la signalisation cellulaire, la migration cellulaire

et la régulation de divers processus biologiques.

Les aptameéres ciblant les récepteurs de surface cellulaire sur-exprimées en condition

pathologique, sont particulierement intéressants principalement pour la détection et le ciblage

thérapeutique en cancérologie. Ces protéines de surface sont des biomarqueurs d’intérét

thérapeutique pour le ciblage actif car de telles cibles sont les ‘portes d’entrée’ cellulaires. Divers

aptameres spécifiques d’un récepteur de surface cellulaire ont été conjugués avec des agents

thérapeutiques, tels que les ARN interférents ou des médicaments 2!, directement (molécules

chimeres) ou via 'utilisation de nanoparticules.
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a. Aptamére conjugué a des ARNsi et ARNmi

L'utilisation d'oligonucléotides tels que les ARNsi ou les ARNmi, comme outils efficaces pour
inhiber l'expression de transcrits ARN complémentaires est utilisée comme une nouvelle classe
thérapeutique pour lutter contre des maladies telles que le cancer et le VIH 2!, Les aptaméres ont
récemment été utilisés pour la délivrance d'oligonucléotides. L'avantage d'utiliser des aptameéres
conjugues a des ARNsi ou des ARNmi est leur facilité de synthése. Ces constructions sont
connues sous I’acronyme AsiCs pour ‘aptamer-siRNA conjugates’ ou AmiC pour ‘aptamer-
miRNA conjugates’). Ces molécules chiméres combinent deux acides nucléiques non codants
aux fonctionnalités distinctes 2.

b. Aptameére conjugué aux nanoparticules (NP)

Les NP sont une catégorie de matériaux dont les dimensions varient de 1 a 100nm 22 Elles sont
de plus en plus utilisées dans plusieurs domaines dont la médecine, pour leurs fonctions de

123 Plusieurs études

délivrance de traitement vers des cellules infectées ou d’outil de diagnostic
montrent le potentiel de 1’utilisation des aptameres conjugués a des NP, notamment dans le
domaine de la thérapie du cancer. Par exemple, I’équipe de Zhao et al (2013) a synthétisé une
nano sphere d'or creuse (HAuNS) qui a été conjuguée a I’aptamere ARN (39-mer) spécifique du
récepteur CD30 (un biomarqueur du lymphome de Hodgkin et du lymphome anaplasique a
grandes cellules). Le médicament doxorubicine (cytotoxique) est quant a lui, chargé par la force
des charges électrostatiques a la surface du complexe aptamere-HAuNS. Le complexe conjugué
obtenu (Apt-HAuNS-Dox) est stable a un pH biologique de 7,4. Apres internalisation et a faible
pH de 5,0 dans les lysosomes, I'aptamére libére la doxorubicine qui permet I’élimination sélective

des cellules tumorales exprimant CD30 !4,
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2.4.2. Aptameres comme outils de diagnostic et de bio-imagerie

Les aptameres ont été décrits pour identifier les maladies d'origine bactérienne, parasitaire ou
virale, ainsi que le cancer. Généralement, ils sont utilisés pour identifier les agents pathogénes

infectieux, les antigénes/toxines des bactéries, ou les biomarqueurs des cancers 2.

a. Diagnostic du cancer

Le cancer est la deuxieéme cause de mortalité dans le monde. Les chercheurs visent a trouver non
seulement de meilleurs médicaments, mais aussi des technologies de détection précoce. Les
aptameres pourraient compléter 1’arsenal diagnostic en étant des outils d'imagerie et de détection
du cancer dans les échantillons biologiques, en raison de leur affinité élevée pour plusieurs
biomarqueurs!?!. Ces derniers peuvent étre des récepteurs membranaires, généralement des
protéines présentes au niveau de la membrane externe tels que MUCI1 (mucine 1), HER2
(récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain) et les récepteurs des cestrogénes '2°.
Ainsi, des biomarqueurs solubles liés aux tumeurs, notamment l'antigéne carcinoembryonnaire

) 126,127

(CEA) et I'antigene spécifique de la prostate (PSA et la détection de cellules cancéreuses

telles que les cellules de cancer du sein MCF-7 et les cellules de leucémie CCRF-CEM qui ont
été développées récemment 128129,

Les quantum dots ou points quantiques (QD) semblent étre des outils prometteurs pour I’imagerie
et le diagnostic du cancer, en raison de leur couplage facile aux acides nucléiques. Lee et al
(2015) ont décrit un ciblage simultané de deux marqueurs moléculaires du cancer : la tenascine-
C et la nucléoline. Deux QD différents, QD605 et AD655, ont été conjugués a 'aptamere de la
ténascine-C (TTA-1) et a l'aptamére AS1411, respectivement '3°. L’aptamére TTA-1 avait été
décrit par Hicke et al (2001) comme spécifique a la tenascine-C, une protéine de la matrice
extracellulaire surexprimée dans les cellules tumorales !3!. L’aptamére AS1411 a été décrit
précédemment dans la partie des aptameres comme outils thérapeutiques (au niveau de la partie
2.4.1). 1l cible la nucléoline dans les membranes plasmiques des cellules cancéreuses ''*. Les
conjugues QDs-aptameres ont été incubés avec des lignées cellulaires tumorales puis analysés
en microscopie confocale. Les résultats montrent que le complexe QD-TTA-1 présente un niveau
¢levé d'intensité de fluorescence dans les trois lignées cellulaires cancéreuses dont DU145
(cancer de la prostate), U-87 MG (glioblastomes) et A549 (adénocarcinomes). Cependant,
l'intensité de fluorescence de QD-AS1411 est plus élevée dans la lignée cellulaire humaine de

glioblastome-astrocytome que dans la lignée cellulaire du carcinome pulmonaire.
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Ces résultats indiquent que les biomarqueurs du cancer sont exprimés et distribués différemment
selon la lignée cellulaire étudiée, et qu’ils peuvent étre détectés griace a des aptaméres '*°. D autre
part, cette technologie pourrait étre utilisée pour la localisation intracellulaire ou I'identification
de biomarqueurs du cancer, ainsi que pour I'imagerie multiplex de plusieurs lignées cellulaires

canceéreuses ou tissus.

Zhang et al (2009) ont été parmi les premiers a utiliser des sondes a base d’aptameres fluorescents
dans la recherche sur le cancer, en utilisant un aptamere ARN conjugué au fluorophore Cyanine
(Cy5) a son extrémité 5°. Cet aptamere est spécifique du récepteur CD30, une protéine
surexprimée dans les lignées cellulaires de lymphome. Deux techniques différentes (cytométrie
en flux et microscopie a fluorescence) ont été utilisées pour établir la liaison spécifique de
l'aptamere aux cellules de lymphome. Alors que les anticorps anti-CD30 sont utilisés aujourd’hui
dans la détection du CD30, cette étude implique que les aptameres CD30 pourraient étre utilisés
en combinaison avec les anticorps CD30 pour améliorer la détection et le diagnostic des
lymphomes ¥,

Au sein du laboratoire de bio imagerie et pathologies de ’'UMR7021-Strasbourg (LBP), Fechter,
Cruz da Silva et al (2019) ont sélectionné et caractérisé un aptameére ARN, nommé HO02, qui cible

les glioblastomes exprimant les intégrines aSp1 !33.

Ces dernieres sont des récepteurs de la
fibronectine, une protéine présente dans la matrice extracellulaire. L'intégrine a5B1 joue un role
important dans la progression de divers cancers. Une dérégulation de I’expression de l'intégrine
aSPB1 est associée a différentes tumeurs malignes 34 L’aptamére HO2 est capable de se lier aux
cellules des glioblastomes expriment 1’intégrine a5B1 avec une affinité de 277.8 + 51,8 nM 33,
Cet aptamére est également capable de détecter des xénogreffes de tumeurs exprimant a5B1 33,
J’ai participé a une autre étude au laboratoire, pour laquelle 'aptamére HO2 a été testé
simultanément avec ’aptameére E07 qui cible le récepteur d’EGF, (EGFR récepteur du facteur
de croissance épidermique) dans le diagnostic des glioblastomes '3°. Le marquage multiplexe
simultané des deux aptameres avec des spécificités différentes sur des coupes de patients atteints
de glioblastome a permis de révéler en une seule étape, non seulement 1’hétérogénéité inter-
tumorale des glioblastomes (différences au niveau de la population) mais aussi I'hétérogénéité
intra-tumorale (différences entre les cellules au sein des tumeurs individuelles) '*°. L’article

scientifique est présenté dans 1’annexe 3.

b. Diagnostic des maladies infectieuses
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Plusieurs études ont montré que les aptameres sont capables de reconnaitre des bactéries
pathogenes. Par exemple, Marton et al (2016) et Kim et al (2013) ont identifié des aptameres
nommés P1231 et E2, reconnaissants Escherichia coli ATCC25922 et Escherichia coli KC1C
2571, respectivement '3%137 Ces aptaméres ont montré une grande affinité, Kd (P1231) = 87.03
+17.32 nM, Kd (E2) = 25,2 nM pour les souches utilisées. Ils pourraient étre intéressant de les

utiliser en diagnostic afin de distinguer les souches pathogénes des souches non virulentes 13137,

Les toxines bactériennes sont des composants majeurs des facteurs de virulence des bactéries
pathogenes et leur détection est importante pour le diagnostic d'une maladie bactérienne. Huang
et al (2014) ont identifié D'aptamére A15 spécifique a Dentérotoxine A secrétée par
Staphylococcus aureus avec une forte affinité, Kd= 48.57 + 6.52 nM '3,

En virologie également, plusieurs études ont été menées dans le but de développer des techniques
de diagnostic rapides et fiables. Avec la pandémie que le monde a connue début 2020, plusieurs
études ont été menées dans 1’objectif d’identifier des aptameres ciblant le SARS-CoV2. Dans
PubMed, plus de 200 articles sont référencés depuis les 30 derniers mois en indiquant ‘COVID
and aptamer’. Par exemple, Song et al (2020) ont publié une étude décrivant le développement
d'aptameres qui reconnaissent le domaine de liaison au récepteur (RBD) de la protéine spike S.
Deux aptameres a base d’ADN ont été sélectionnés, ayant une affinité pour leur cible du méme
ordre de grandeur : Kd = 5,8 nM et Kd = 19,9 nM 3°_ Liu et al (2021) ont développé également
des aptameres d'ADN spécifiques du SARS-CoV-2, qui révelent une liaison a la protéine spike
S ou au domaine de liaison au récepteur (RBD) avec une affinité de 6,05 nM '%°. En juillet 2021,
une étude a été lancée pour des essais cliniques parrainés par Achiko AG (Suisse) en
collaboration avec 1'hdpital universitaire Udayana en Indonésie '*!. Cette étude se concentre sur
un nouveau test salivaire d'aptameéres d'ADN pour détecter le COVID-19. Cette initiative est
particulierement importante car jusqu'a présent, aucun essai clinique portant sur l'utilisation
d'aptameres antiviraux n'avait été répertorié. Ainsi, le dispositif a été accepté par I'union
européenne des dispositifs médicaux de la recherche et a été mis sur le marché sous le nom
AptameX %211 s’agit d’un produit basé sur la technologie d'aptaméres d'ADN développée par
Achiko qui utilise des nanoparticules d'or pour cibler la protéine S1 présente a la surface du
SARS-CoV-2 " et qui pourrait étre utilisé dans des zones disposant d'une infrastructure limitée,
sans nécessiter de procédures invasives pour la collecte d'échantillons (un simple examen

salivaire).

Les aptameéres peuvent aussi étre utilisés en tant que biocapteurs (aptasenseurs). Ils ont fait I'objet

de nombreux articles dans la littérature, se sont avérés rapides et précis. Un biocapteur est
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constitué de deux parties : un €élément de reconnaissance biologique (bio récepteur) et un
transducteur qui transforme la réponse biologique en un signal mesurable qui utilise des principes
électrochimiques, massiques, optiques ou thermiques. Les enzymes, les anticorps, les pathogenes
et les acides nucléiques peuvent étre utilisés en tant que biocapteurs moléculaires. Les aptameres
constituent une nouvelle classe prometteuse de biocapteurs en raison de leur grande sélectivité,

sensibilité et stabilité 43

. Le premier biocapteur basé sur un aptamere a été développé pour
détecter I'ochratoxine A (OTA), une mycotoxine générée par diverses especes de champignons
Aspergillus et Penicillium. De nombreuses cultures agricoles, dont le blé par exemple, ont été
infestées par des champignons qui créent de 'OTA, cancérigéne et neurotoxique, engendrant
ainsi des risques majeurs pour la santé des humains et des animaux !#*. Dans leur étude,
McKeague et al (2014) ont développé une nouvelle plateforme de bio détection de la mycotoxine
OTA utilisant le Syber Green comme intercalant de I'ADN. Tout d’abord, deux aptaméres,
nommés AO08 et B08, ont été sélectionnés. L’aptameére BO8 a une affinité plus forte que
I’aptameére A08 pour ’OTA, avec des Kd de 110 + 50 et 290 + 150 nM respectivement.
L’utilisation de ces aptameres avec le Syber Green entraine une augmentation de I'émission de
lumiére verte apreés stimulation par les ultra-violets. Puis, l'incubation de la cible OTA avec les
complexes aptamere-Syber Green provoque un déplacement du Syber Green due a une fixation
préférentielle de la cible sur l'aptameére, en concurrence avec les sites de liaison du Syber Green.

En conséquence, I'émission du Syber Green est réduite. Cette méthode de détection permet ainsi

de quantifier 'OTA de maniére rapide, sélective et sensible. !#.

La tuberculose (TB) est une maladie mortelle répandue dans le monde entier. Les tests de
diagnostic disponibles pour la tuberculose sont longs, coliteux ou ont une faible sensibilité 4°.
Rotherham et al (2012) ont identifié des aptameéres contre la protéine du filtrat de culture de 10
kDa (CFP-10) et la cible d’antigene sécrétée de 6 kDa (ESAT-6). Ces deux protéines sont de
puissants antigénes des cellules T reconnues pour 70 % des patients atteints de tuberculose. Six
aptameres ont été sélectionnés pour ces cibles, dont I'un a une affinité de § + /.07 nM et une
excellente spécificité. L'étude a conclu que les aptameéres peuvent étre utilisés pour détecter la
tuberculose active dans des échantillons biologiques humains '*°. Pour évaluer leur spécificité et
affinité, des tests enzymatiques d'oligonucléotides (ELONA) ont été effectués!*.

En raison de leur faible cott, de leur grande sensibilité, de leur facilité de synthese et de couplage,
les sondes aptameres fluorescentes ont un fort potentiel pour le diagnostic par imagerie.

Pour conclure, de maniére générale, la technologie des aptameéres suscite un intérét croissant ces

25 derniéres années pour la thérapie et le diagnostic %8. Des recherches supplémentaires a propos
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de leurs caractéristiques doivent étre menées afin d’améliorer leur panel d’applications, ce qui
leur promet un futur radieux dans le domaine de la santé, en particulier pour le diagnostic et le
traitement des maladies infectieuses, un domaine encore peu exploré par les spécialistes des

aptameres.
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Objectifs de la thése

Mon projet de theése s’inscrit dans un contexte transdisciplinaire, a [D’interface
histoire/chimie/microbiologie/biotechnologie. Avec 1’aide des historiens et d’experts en
technologies linguistiques (Archiméde UMR7044), Dr. Véronique Pitchon et son équipe, nous
avons pu identifier de nombreux remeédes prescrits contre des symptomes reflétant des infections
cutanées (toux, maladies urinaires, maladies de peau). Nous nous sommes intéressé€s aux remedes
traitant de maladies de peau tels que les furoncles, abcés... et nous avons sélectionné deux
remedes combinant des métaux et/ou des plantes, puis nous avons traduit les textes anciens en

termes scientifiques.

Le premier objectif de ma thése a été d’extraire des connaissances scientifiques de ces remedes :
quelles en sont les propriétés biologiques et chimiques ? Quelles sont les voies d’action ? Peut-
on en tirer des hypothéses quant a de nouvelles stratégies de soins ? Qu’est-ce que ces

connaissances nous apprennent sur la pratique médicale passée ?

Un deuxiéme objectif de cette thése a été de développer des outils de vectorisation. Les
connaissances extraites de ces remedes anciens ne seront pas aussi facilement exploitables :
certaines substances actives pourraient présenter une forte toxicité, une faible solubilité... Une
solution pour exploiter au mieux ces nouvelles connaissances serait de véhiculer ces substances
actives directement au foyer infectieux. Dans une perspective de développer des méthodes
modernes de vectorisation et d’identifier de nouvelles combinaisons et/ou stratégies
thérapeutiques, j’ai étudié la spécificité de reconnaissance de bactéries d’intérét thérapeutique

par des aptameéres.
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PARTIE EXPERIMENTALE
MATERIELS ET METHODES
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1. Souches bactériennes
1.1. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15692

P. aeruginosa est un bacille a Gram négatif, aérobie strict. Cette bactérie est capable de se
multiplier sur une large plage de température comprises entre 4 et 45°C, mais la température
optimale de sa croissance reste entre 30 a 37°C. P. aeruginosa n’est pas un membre de la
microflore normale humaine. C’est ’'une des bactéries les plus souvent responsables des
infections nosocomiales. Il s’agit d’une bactérie opportuniste, touchant souvent les voies
respiratoires, mais également les voies urinaires, et responsable d’autres infections 46, Elle
n’affecte pas les individus sains mais peut étre mortelle chez des patients immunodéprimés ou
atteints de la mucoviscidose ; une maladie rare qui touche les voies digestives et respiratoires 4.
Elle est naturellement résistante aux aminoglycosides, les fluoroquinolones et les beta-lactames

148

suite a 'imperméabilité de la membrane externe '*°. La souche sauvage de P. aeruginosa

ATCC15692 (PAOL1) a été utilisée dans nos études.

1.2.  Staphylococcus sp.

Les staphylocoques sont des bactéries de type coque (cocci) a coloration Gram positif, non
capsulées, tres résistantes dans le milieu extérieur et peu exigeantes en culture. Elles sont classées
les premieres dans la liste des infections nosocomiales, mais peuvent aussi étre cause d’infections

communautaires.
1.2.1. Staphylococcus epidermidis

11 s’agit d’une bactérie symbiote, inoffensive dans son environnement naturel. Elle fait partie du
microbiote cutané de ’Homme. Cependant, quand elle envahit le corps humain, elle peut étre un
pathogéne virulent et induire des infections nosocomiales '*°. Les souches de S. epidermidis sont
souvent résistantes aux antibiotiques, notamment la pénicilline, 'amoxicilline et la méticilline.
S. epidermidis pousse sur un milieu gélosé nutritif entre 30 et 37°C, sans aucune exigence
nutritive particuliere, et est aérobie-anaérobie facultatif. Nous avons étudié deux souches de
Staphylococcus epidermidis, la premiére est une souche provenant des collections de I’hdpital de

Strasbourg, et la deuxiéme est une souche de référence S. epidermidis ATCC35983.

1.2.2. Staphylococcus aureus HG001
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S. aureus est la souche la plus virulente des staphylocoques. Elle est responsable d’intoxication
alimentaire, d’infections localisées suppurées et, dans certains cas extrémes, d'infections
potentiellement mortelles. Le traitement reste difficile en raison de 1'émergence de souches
multirésistantes telles que le SARM (Staphylococcus aureus résistant a la méticilline). Elle peut
croitre dans un milieu contenant jusqu’a 10% de sel, ainsi de fagon facultative, S. aureus peut se
développer en aérobie ou anaérobie a des températures variant de 18°C a 40°C. Nous avons
travaillé avec la souche S. aureus HG001, dérivé de S. aureus NCTC8325 qui a été isolée en 1960
a partir d'un patient atteint de septicémie et dont le génome a été séquencé en 2001. Elle est

considérée comme un modéle de référence par la communauté scientifique !> .

1.3. Escherichia coli MG1655

E. coli, est un colibacille a Gram négatif qui fait partie du microbiote intestinal et est responsable
de plusieurs infections. £. coli MG1655 est la souche choisie par le groupe Blattner pour la

premiére séquence publiée d'une souche de laboratoire de type sauvage d'E. coli K-12 131

1.4. Corynebacterium striatum

Les Corynebacterium sont des bacilles a Gram positif, faisant partie de ’environnement et de la
flore normale de la peau. Elles ne sont pas contaminantes, cependant certaines souches peuvent
étre a 'origine de maladies graves dont le Corynebacterium striatum. Elle a été la cause de
méningite, d’endocardite et de bactériémie en 1980 '°2. Nous avons étudié une souche provenant

des collections de I’hopital de Strasbourg.

2. Milieux de culture et préparations

Des précultures de 5 a 10 ml sont effectuées dans des tubes falcon 50ml pendant 18 heures a
37°C sous agitation a 220rpm. Apres incubation, la densité optique de la suspension bactérienne

est évaluée (DO a 600.m) et est ajustée en fonction des besoins

Les bactéries peuvent étre conservées dans le glycérol a -80C. Pour 800 puL de suspension, un
volume de 200 pL de glycérol a 85 % est ajouté puis le tube est mélangé par vortex avant d’étre
placé au congélateur a —80°C. Les cellules sont mises en culture jusqu’a une densité optique de
0,6. A ce stade, les bactéries sont en phase exponentielle Les bactéries peuvent aussi étre
conservées a +4C dans des boites de Pétri pendant 3 semaines. Dans ce cas, apres une culture de
16 heures en milieu liquide, I’ensemencement est réalisé en surface par stries a 1’aide d’une

pipette Pasteur sur un milieu gélosé. Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 37° C, pendant
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une nuit (ON) jusqu’a apparition de colonies séparées le long des stries. Les boites sont alors

fermées par du parafilm puis conservées a 4°C.

2.1. Lysogeny broth Lennox

Le milieu lysogeny Broth Lennox (LB) contient 10g de peptone, 5g d’extraits de levure et enfin
5g de chlorure de sodium par litre d’eau. Il est utilisé sous sa forme gélosée dans des boites de
Pétri en ajoutant 15g/L. d’agar ou de LB lennox agar (Euromedex) a 35g/L. Ce milieu est utilisé
pour étudier la croissance des bactéries et les conserver en boite de Pétri ou en glycérol a -80°C.

C’est également le milieu de base pour effectuer les tests d’activité antibactérienne.

2.2. Brain Heart infusion

Le milieu de Brain Heart Infusion (BHI) est un milieu liquide a usages multiples servant a la
croissance d'un grand nombre d'espéces de bactéries et de champignons. Il a été principalement

utilisé pour effectuer les tests antibactériens du remede 2.

2.3. Mueller Hinton II

Le milieu Mueller Hinton II Broth (MH II) contenant I'hydrolysat acide de caséine, 1'extrait de
beeuf, des minéraux, des vitamines, du carbone et d'autres nutriments nécessaires pour la
croissance des bactéries, a été utilisé pour étudier la croissance des bactéries en présence des
différents sidérophores. Il s’agit d’un milieu utilisé principalement dans les tests

d’antibiogrammes.

2.4. Succinate media

Ce milieu est composé d'acide succinique 4 g/L ; phosphate du sodium dibasique Na;HPO4 9 g/L
; sulfate d’ammonium (NH4)2SO4 1 g/L et I’hydroxyde de sodium NaOH 1,52 g/L.. Le NaHPO4
ainsi que le NaOH, sont utilisés pour tamponner le milieu et également comme source de

phosphate et de sodium pour les bactéries.

L’ensemble des composants de ce milieu provient du fournisseur BD Difco™.
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3. Test de ’activité antibactérienne des remédes anciens

Afin d’évaluer I’activité antibactérienne des différents ingrédients seuls ou combinés, nous avons
utilisé deux méthodes ; un test qualitatif et un test quantitatif qui permettra de déterminer la
concentration minimale inhibant la croissance bactérienne, ou concentration minimale inhibitrice

(CMI ou MIC en anglais),.

3.1. Test qualitatif

Ce test est également appelé diffusion sur agar. Le méme protocole a été utilisé pour toutes les
souches étudiées. 300uL de cultures bactériennes cultivées toute une nuit a 37°C sont dilués au
1/100 puis étalés sur une boite de Pétri contenant du BHI ou LB gélosé. Apreés 10min de séchage
a température ambiante, différentes quantités des ingrédients a tester sont déposés (0.1 a 1 pmol
de CuCa et CuAc) directement sur gélose. Les boites de Pétri sont finalement laissées toute la

nuit (18h) a 37°C. Un halo bactérien autour du dépot révele une activité antibactérienne.

3.2. Test quantitatif

3.2.1. Etude des remédes de la pharmacopée médiévale arabe

Ce test quantitatif permet d’estimer la MIC en suivant la croissance bactérienne, a I’ceil nu et par
lecture de la densité optique DOsoonm par le lecteur de plaque Infinite TECAN 200/M200 Pro.
Apres culture de toute une nuit, la densité optique a 600nm est mesurée et est ajustée a 0,0002
pour ’ensemencement des plaques 96puits (Corning™ Clear Polystyrene 96-Well Microplates)
dans la premiere colonne. Chaque puits contient 200 ul au final (bactéries + extraits...). .

Nous ajoutons le volume adéquat de chaque extrait testé dans la premiére colonne afin d’initier
la gamme de concentration allant de Smg/mL a 9ug/mL (figure 14). Deux controles négatifs sont
réalisés contenant le milieu de culture et la culture bactérienne seule sans ajout d’extraits de

plantes.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Culture Blanc :
A 5mg/mL | 2,5mg/mL |1,25mg/mL| 0,6mg/mL | 0,3mg/mL | 0,15mg/mL| 75ug/mL | 37,5ug/mL | 18,8ug/mL | 9ug/mL bactérienne | Milieu de
seule culture

Figure 14 : Disposition de la plaque de 96 puits pour le test des extraits des plantes sur la croissance des bactéries.
Chaque ligne, de couleur différente, correspond a un extrait de plante testé et chaque colonne correspond a une concentration
de I’extrait testé. La colonne 11 correspond au contrdle positif du test ot la bactérie pousse sans présence de 1’extrait. La
colonne 12 correspond au controle négatif avec le milieu de culture uniquement.

Pour tester la synergie entre chaque extrait et 1’acétate de cuivre (CuAc), qui correspond au vert
de gris mentionné dans la préparation 1, ’extrait de plante a tester a été ajouté selon la gamme
de concentration utilisée ci-dessus, puis le volume adéquat du CuAc a été ajouté. La gamme de

concentration du CuAc est de SmM a 9uM.

3.2.2. Etude des chélateurs de fer

Les chélateurs de fer ont été testés de la méme manicre, avec une gamme de concentration allant

de ImM a 1,9uM (figure 15).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
curs | LT
A imM 0,5mM 0,25mM | 0,125mM 62,5uM 31,3uM 15,6uM 7,8uM 3,9uM 1,9uM bactérienne

culture

seule
seule

Figure 15 : Disposition de la plaque de 96 puits pour le test des chélateurs de fer sur la croissance des bactéries.

Nous avons testé I’efficacité antibactérienne de plusieurs chélateurs de fer, déja étudiés pour
d’autres projets au sein du laboratoire UMR7242, et dont les propriétés de chélations ont été
décrites. Les quatre molécules utilis€ées sont: Déferoxamine, deferiprone, exjade et la
nocardamine. Ces molécules sont utilisées principalement pour le traitement des troubles

sanguins, notamment le traitement de la surcharge de fer.
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Enfin, des mélanges entre antibiotiques et chélateurs ont été réalisés afin d’identifier
d’éventuelles synergies possibles chélateur/antibiotique. La CMI des antibiotiques a été testée
sur une gamme de 100ug/mL a 195ng/mL, puis la synergie a été testée en ajoutant soit ; une
concentration fixe d’antibiotique (CMI/2) et une gamme de concentrations de chélateurs (allant
de ImM a 19uM). Ou, une concentration fixe de chélateurs (CMI/2) et une gamme de
concentrations d’antibiotiques (allant de 100pug/mL a 195ng/mL).

Les antibiotiques utilisés sont décrits dans le tableau 7 ci-dessous.

Tableau 7 : Antibiotiques utilisés.

Nom de I’antibiotique Classe Mode d’action
Erythromycine Macrolides Inhibition de la  synthése
protéique
Ofloxacine Quinolones Inhibition de ’ADN
Tobramycine Aminosides Inhibition de la  synthése
protéique
Céfalexine Beta-lactames Inhibition de la paroi bactérienne
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4. Test de ’apta-fluorescence sur une bactérie ou sur différentes bactéries
simultanément

Les aptameres sont synthétisés par la société Eurogentec Inc. Chaque aptamére est conjugué a

un fluorophore en 5 pour les visualiser en microscopie confocale.

4.1. Essais fonctionnels de liaison des aptaméres aux bactéries

Le protocole ci-dessous a été établi apres plusieurs optimisations techniques : modifications des
temps de lavages, de la préparation des cultures bactériennes pour tester les mélanges bactériens
(en réalisant des co-cultures de bactéries ou des cultures séparées), des temps d’incubation des
aptameres avec les bactéries. Dans un premier temps, les tests de liaison ont été réalisés en
utilisant un aptamere et une souche bactérienne. Puis, les aptameres ont été testés sur un mélange

de souches bactériennes différents.

Les trois souches bactériennes PAO1, S. aureus et E. coli ont été utilisées pour les tests de liaison
un aptamere-une bactérie. La souche PAO1 génetiquement modifiée avec 1’ajout de la protéine
fluorescente verte, Green Fluorescent Protein (GFP) a été utilisée pour les tests de liaison sur un

mélange avec E. coli, parce qu’elles se présentent sous la méme forme ; en batonnet ou bacilles.
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Culture des bactéries

Les bactéries (P. aeruginosa, E. coli, S. aureus) sont mises en culture liquide dans du LB,
jusqu’a I’obtention des bactéries en phase exponentielle de croissance. Ensuite, elles sont
fixées par 1’ajout du paraformaldéhyde (PFA) a 4% (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) pendant
1h30 a température ambiante. Les cellules bactériennes sont lavées deux fois avec du
DPBS 1X (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, LONZA) et sont transférées dans du
tampon d’hybridation (50mM Tris HCI pH 7.4, SmM KCIl, 100mM NaCl, ImM MgCl,,
0,1% NaN3) afin d’ajuster la DOgoonm a 1.

Montage des bactéries sur lame

25uL de cellules bactériennes (2 DOgoonm = 1) fixées au PFA sont déposées sur lames
adhésives (Thermo ScientificTM SuperFrost Plus Slides). Cette goutte est ensuite séchée
pendant 30 minutes a 37°C, puis saturée en protéines (albumine de sérum bovin, BSA) et
acides nucléiques ARNt en déposant sur la goutte séchée 10uLL du tampon d’hybridation
+ BSA (10mg/mL) (Sigma Aldrich, USA) + ARNt (1ug/mL) (Life Science Sigma USA).
La lame est ensuite incubée pendant 15 minutes a température ambiante.

Préparation des aptameres

Les aptaméres en solution stock a 100uM sont dénaturés thermiquement dans un
thermoblock a 95°C pendant 5 minutes, puis mis sur glace pendant 5 minutes. Ensuite,
les aptameéres sont dilués dans le tampon d’hybridation pour atteindre des concentrations
finales variables (de 0,4 a 1,8uM) pendant 15 minutes a température ambiante.

Dépdt des aptameres sur les bactéries fixées sur lames

20uL d’aptameéres sont déposés sur les bactéries montées sur lame, puis les lames sont
placées dans une chambre humide pendant 30 minutes a 37°C. Apres un lavage avec de
la solution tampon Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) 1X, les aptameéres sont
fixés avec du paraformaldéhyde 4% (PFA) pendant 8 minutes a température ambiante.
Deux lavages avec du DPBS 1X sont ensuite effectués.

Marquage de I’ADN bactérien au 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI).

L'ADN bactérien est marqué avec du DAPI (10ug/mL) (Agilent, USA) pendant 45min a
température ambiante et a 1'abri de la lumiere. Un dernier lavage est effectué avec du
DPBS 1X.

Montage entre lame et lamelle

Les lamelles sont fixées sur les lames avec le Fluoromount-G Mounting Medium

d'Invitrogen (Invitrogen, USA) et scellées avec du vernis transparent. Les lames sont
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ensuite conservées a l'abri de la lumiére jusqu'a I’étape de visualisation au microscope

confocal.

L’ensemble des préparations des tampons et solutions utilisés dans ce protocole est en Annexe

.

- Visualisation au microscope confocal.

Les images sont obtenues par microscopie confocale a balayage laser Leica TSC-SPE (Leica
Microsystems, Allemagne), en utilisant plusieurs lasers pour visualiser chaque fluorophore :
Aem=358nm pour exciter le DAPI, Aem=495nm pour exciter 1’isothiocyanate de Fluorescéine
(FITC), Aem=578nm pour excirer I’Alexa568 et \em=649nm pour exciter la Cy5. La figure 16
ci-dessous montre le spectre d’excitation et d’émission des fluorophores utilisés. L'imagerie
confocale a été faite en répétition technique au minimum trois fois. Les images ont été analysées

grace au logiciel Imagel.
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Figure 16 : Spectres d'absorption et d'émission de fluorescence caractéristiques des fluorophores utilisés dans nos études. Les
courbes en pointillées et pleines correspondent aux spectres d’absorption et d’émission, respectivement.
Le DAPI est représenté en bleu, le FITC en vert, I’ Alexa568 en orange et la Cyanine 5 en rouge. Cette image a été réalisée
grace a I’outil in silico Fluorescence SpectraViewer de Thermo ficher Scientific.
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4.2. [Essais de liaison des aptameéres aux biofilms bactériens

Ce protocole est adapté a partir de Pompilio et al (2008) '*3. Des cultures de 200 pL a DOgoonm
de 0,1 sont incubées en plaque de 96 puits (Corning™ Clear Polystyrene 96-Well Microplates).

La plaque est ensuite incubée entre 24h et 48h a 37 °C, sans agitation.

4.2.1. Dosage de la production des biofilms

Le dosage de la production du biofilm est effectué selon le protocole suivant :

- Le surnageant est enlevé délicatement et le biofilm est ensuite fixé par séchage 1 h a
60°C.

- 200 pL de cristal violet (1/10) sont ajoutés délicatement dans les puits pour colorer les
biofilms fixés. La plaque est incubée 5 min a température ambiante.

- Le liquide est enlevé et 3 ringages a I’eau sont effectués.

- Laplaque est séchée pendant 1 h a 37°C.

- 200 pL d’acide acétique a 33% sont ajoutés dans les puits pour solubiliser les biofilms.
Incubation 15 min.

- L’absorbance du cristal violet remis en suspension est ensuite mesurée a 492 nm au

lecteur de microplaque Infinite® 200 (Tecan).

4.2.2. Etude de effet des aptaméres sur la croissance du biofilm de PAOL1 et S. aureus

Ce test avait pour objectif de quantifier I’effet de I’aptameére sur la croissance du biofilm de PAO1
et celui de S. aureus. Nous avons choisi de continuer a étudier les biofilms de ces deux bactéries

seulement. Nous avons effectué deux tests :

i. Ajout de I’aptamére au moment de 1I’ensemencement de plaque.

ii. Ajout de I’aptamere apres 24h de croissance des biofilms.

Apres préparation d’une culture de PAO1 et de S. aureus dans MH 11, une plaque de 96 puits a
été ensemencée, puis incubée a 37°C sans agitation. Pour le cas (i), différentes concentrations
d’aptameres a SuM, 2,5uM et 1,25uM ont été ajoutés au moment de I’ensemencement, et le
dosage est réalisé aprés 24h de croissance. Pour le cas (ii), ’aptameére est ajouté aux

concentrations décrites ci-dessus, aprés 24h de croissance du biofilm, puis le dosage est fait.

4.2.3. Etude de liaison des aptaméres au biofilm de PAO1 au microscope confocal

- Préparation de culture
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A partir d’une préculture de la souche PAO1 dans 10mL du milieu MH II, la DOsoonm €St
ajustée a 0,1, puis 100uL de la nouvelle culture sont transférés dans une plaque a 8 puits
(u-Slide 8 Well Glass Bottom, Ibidi Germany). Apres incubation pendant 8 heures a
37°C, un lavage est effectué avec du PBS 1X et 100uL du milieu MH II sont ajoutés puis
la plaque est incubée ON a 37°C sans agitation.
- Test de fluorescence :
Un lavage est effectué avec du PBS 1X et 20uL de PFA 4% sont ajoutés afin de fixer le biofilm,
puis 20uL de différents aptameres (F23-Cy5, E2-Al568, A14-FITC, Cy5-Tutu-22 décrits dans la
partie résultats) a 1uM et SuM'>*. La plaque est mise a nouveau a 37°C pendant 30 minutes. Puis,
1/1000 du DAPI (10pug/mL) est ajouté afin de marquer I’ADN bactérien et la plaque est incubée
a ’abri de la lumiere pendant 30 minutes avant la visualisation au microscope confocal. La
reconstruction 3D correspond aux Z-stack des images confocales obtenues. La reconstruction

d'images 3D a été réalisée a 1'aide du logiciel IMARIS.
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PARTIE EXPERIMENTALE
RESULTATS & DISCUSSION
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CHAPITRE 1

Exploration des remédes anciens : Révéler
des stratégies thérapeutiques potentielles
contre les pathogénes résistants aux
antibiotiques.
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Chapitre 1: Exploration des remeédes anciens: Révéler des stratégies
thérapeutiques potentielles contre les pathogénes résistants aux antibiotiques

1. Introduction de la revue : History as a Source of Innovation in
Antimicrobial Drug Discovery

L’émergence de I’antibiorésistance constitue une préoccupation majeure pour la santé mondiale,
malgré les avancées de la médecine moderne. De maniere intéressante, tout au long de 1’histoire,
les individus ont cherché des remeédes pour combattre les infections. Revisiter et exploiter les
connaissances contenues dans les remeédes anciens pourrait potentiellement ouvrir la voie a une
multitude de stratégies thérapeutiques et de candidats médicamenteux capables de lutter contre
les pathogenes résistants aux antibiotiques. Pour cela, une revue de littérature sur I’exploration
des thérapies anciennes basées sur la pharmacopée de I’age médiéval arabe a fait I’objet d’une
publication dans le Journal Biomedical & pharmacology Journal : Basma Abdallah, Hassan Ait
Benhassou, Laila Sbabou, Régine Janel-Bintz, Laurence Choulier, Véronique Pitchon et Pierre

Fechter (2023) 1.

L’objectif de cette revue est de présenter des arguments en faveur de la rationalité de I’approche
scientifique des médecins du passé et de la valeur scientifique de 1’étude des pharmacopées
anciennes. Nous nous sommes concentrés sur 1’age d’or de la médecine médiévale arabe, qui a
exercé une influence profonde sur la médecine occidentale pendant des siécles. Cet age a été une
période importante dans I’histoire de la médecine ancienne. En examinant cette période
historique, nous cherchons a mettre en lumiére ’intégration des connaissances médicales
anciennes dans des approches thérapeutiques innovantes et modernes en comblant le fossé entre

le passé et le présent.

Cet article met 1’accent également sur I’importance de puiser dans le passé des sources
d’inspiration pour des stratégies de soins futurs. L exploration des remédes anciens rend non
seulement hommage aux contributions ancestrales, mais valorise également leur potentiel afin

d’enrichir la médecine moderne, notamment dans la lutte continue contre 1’antibiorésistance.
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The proliferation and prevalence of antibiotic-resistant bacteria despite modern
medicine is considered as one of the most alarming threats to global health. The fear that
antibiotics that work today might not work tomorrow makes it imperative to search and develop
novel drugs or therapeutic strategies to fight against micro-organisms resistant to our current
approaches. From many centuries, people have sought solutions to combat infections and
proposed countless remedies, traces of which can be found in manuscripts preserved over the
past centuries. The re-examination and exploitation of these ancient remedies might be a key
to a vast pool of potential therapeutic strategies or drug candidates against antibiotic-resistant
pathogens. This, however, would first require the consideration of these ancient solutions as
scientifically pertinent leads for new therapies. The aim of this review is to highlight arguments
in favor of a rationality in the scientific approach of these past physicians as well as of a
medicinal interest in studying these ancient pharmacopeias. To narrow the scope of our research,
we focused on the Arab Medieval Golden Medical Age, which inspired occidental medicine
hundreds of years after its preeminence. We further highlight the possibility of integrating this
knowledge into innovative, modern therapeutic approaches.

Keywords: Arab Medieval Pharmacopeia, natural remedies, pathogens, antibiotic resistance.

Pharmacy emerged from human efforts to
relieve their physical suffering through remedies
prepared with natural ingredients. Ancient and
medieval pharmacopeias contain information on
the use of medical material, that may be from plant,
mineral, or animal origin. It is thus still possible

that these thousand-year-old pharmacopeias
hold secrets that could contribute to nowadays
medicines. Many leading drugs (anticancer,
antimalarial, painkillers, etc.) are indeed derived
from these ancestral traditional pharmacopeias'.
However, of the > 30,000 plants described in
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traditional pharmacopeias, less than 5,000 have
been studied®. The question is whether and how to
exploit this vast pool of potential therapeutics™*.

In the last decade, medicinal plant research
has turned to old medicinal-botanical texts, to study
the history and evolution of pharmacopeias, and to
identify lead compounds for new drug discovery>.
Despite this pivot in research focus, experiments
that test the activities of entire historical remedies
are rare, difficult to conduct, and the subject of
much misunderstanding. This is due to several
factors including:

The folkloric image associated with
ancient medicines. It is difficult to evaluate
remedies objectively due to the frequent intrusion
of magical and sacred although their development
remained rationally designed at its base. It may
therefore be difficult to evaluate the biological
effect of each ingredient. However, very often this
interference is not constitutive, but superadded: the
rational/irrational association can usually be clearly
separated. Further, the diagnosis of a malady can
also be complex, often involving supernatural
aetiologies alongside natural causes. In contrast to
modern medicine, which seeks a direct cause for
a pathology, ancient systems often seek to flush
out deep-seated causes. This disorganizes and
devalues the care provided, which is nevertheless
often rational.

The difficulty of transposing ancient
practices into our present culture. This requires a
huge interdisciplinary research effort alongside, a
dialogue between disciplines, very well explained
by Harrisson and Connelly’. Furthermore, on the
opposite to current medicines containing a single
active ingredient, medieval remedies are usually
preparations made from several ingredients, acting
synergistically!®'2, It is thus possible that each
ingredient taken individually does not carry a
strong activity, but that the combination can bring
a certain, desired effectiveness. Nonetheless, the
effectiveness of a remedy, which is the sum of its
multiple actions, will be more difficult to evaluate
and to determine, and is not necessarily favored by
current research.

The juxtaposition of two medicines,
traditional and modern. While modern medicine
gained power and prestige, traditional medicine
felled victim to trivialization and/or the increasingly
untrained bodies of people practicing it over
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the course of many years. This resulted in the
degradation of ancient knowledge, and a more
superficial scientific approach. It is thus necessary
to restore confidence and rationality in the study of
traditional medicines, and to find room for dialogue
between both approaches, that are ultimately rather
complementary than opposed, i.e.!*"7.

Although discredited in recent years,
traditional medicines have nevertheless been
marked throughout their history by a rationality, and
a scientific approach that enabled the emergence
of remedies that we could quite rightly consider
as innovative by modern standards despite being
designed millennia ago. It is important to remember
that traditional practices were characterized by the
seal of research, carried out by prominent scientists
who led to major discoveries and developments.
Ancient pharmacopoeias could again be considered
as a relevant starting point for the search for new
remedies. This will be illustrated through a few
examples from the scientific literature. This review
will focus on the medieval Arab period perceived
as the golden age of ancient medicine, and through
the lens of the fight against microbial infections,
one of the major medical concerns of the medieval
era.

Antibiotic resistance

Infections have marked human history.
Today, aside from the COVID-19 pandemic,
infections are considered less anxiety-provoking
compared to other pathologies like cancer, but
this was not always the case: at medieval times,
drinking water, cutting, or injuring oneself could
lead to dangerous or even fatal infections. As these
infections were a daily preoccupation, physicians
also developed many leading remedies to counter
them*.

The advent of antibiotics, with Fleming’s
discovery of penicillin in 1928, a compound
produced by the fungus Penicillium notatum,
revolutionized the treatment of infections'®!?,
leading to the belief that microbial infections were
‘over’. The use of traditional medicines was thus
no longer relevant and lost much of its prestige.
This was nevertheless regardless of the ability
of bacteria to resist antibiotics. If microbes can
produce antibiotics (most of the antibiotics used
are of microbial origin), it is indeed logical that
other microbes have found ways to resist these
same antibiotics. The resistances have then spread
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widely with the unreasonable use of antibiotics,
ie202,

Bacteria strains resistant to antibiotics
were detected quite quickly after their introduction
to the market. This was the case for penicillin,
with resistant Staphylococcus aureus found in
the 1940s%4. Streptococcus pyogenes resistant
to sulfonamide was also readily detected in
military hospitals during the second World
War®-2", Mycobacterium tuberculosis with
streptomycin resistance was revealed as well in
1948%. Resistance to multiple drugs was first
observed in the late 1950s to 1960s among enteric
bacteria, like Escherichia coli, or other from the
Shigella and Salmonella genus®. These resistances
caused also a gradual re-emergence of pathologies
like tuberculosis, since the 1980s, mainly due to
multi-drug resistant strains, and was aggravated
by the emergence of the human immunodeficiency
virus®.

As a consequence of the pervasiveness
of the above bacterial strains, the emergence
of antibiotic resistance has been rising rapidly
all over the world. Ultimately, a new resistance
appeared with every new antibiotic synthesized
(Figure 1). We are therefore faced with a growing
global health threat. In 2019, a study showed the
involvement of antibiotic-resistant bacteria in the
deaths of more than 1.2 million people?!. This may
be attributed to different factors, such as the abusive
use of antibiotics, as well as a shortage of new drug
development by the pharmaceutical industry, etc.?2.

In the fear that antibiotics that are effective
today might no longer be functional tomorrow, and
with the rapid spread of antibiotic resistance, there
is an important need to develop new strategies to
limit the use antibiotics and to find new therapeutic
solutions. Ancient societies have used and/or
combined countless natural substances to treat
diseases, trying, testing, and improving these
strategies over the course of many centuries. Thus,
ancient methodologies could serve as basis for the
discovery of novel therapeutic strategies. However,
the establishment of interdisciplinary consortia
dedicated to the study of these remedies must be
implemented, as well as the demonstration of the
interest, feasibility, and future prospects of such
approaches.

Rationality in the design of remedies
If different studies already highlighted
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some interest in studying past remedies or
highlighted antibiotic use from past records, i.e.>*
4 the consideration of these past remedies as a
reservoir of pertinent strategies to combat infection
would require more complex and coordinated
strategies, involving intense collaboration between
art, social and experimental sciences.

A pioneering interdisciplinary consortium
(Ancientbiotic, https://ancientbiotics.co.uk/)
has been set up to study a 10th Century medical
text known as ‘Bald’s Leechbook’ containing a
plentitude of remedies. From this book, a collyrae
(Table 1) has been chosen to highlight the potential
of these medicines to combat infections. The
goal was to study the medical approaches of past
physicians and to demonstrate the efficacy of an
ancient remedy. By faithfully reproducing this
remedy, the authors demonstrated that it drastically
limited the growth of bacterial pathogens like
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
or Neisseria gonorrhoeae in vitro, and/or on a
mouse model of eye infection, with a reasonable
safety profile* 4,

The same study also showed that the
mixture of ingredients in Bald’s eye drops is more
effective than the addition of each individual
components. This imply that the combination
of specific ingredients, none of which may have
significant antibacterial activity, may enhance
their bioactivity. It seems thus possible that some
of the combinations developed by these physicians
were designed through rational methods. It could
therefore be possible to construct remedies of
significant therapeutic potential from a combination
of ingredients that exhibit no significant bioactivity
as isolated components. The idea would be to
consider these ingredients in the context of all or
part of the remedies, rather than investigating each
ingredient individually.

As afollow-up ofthis study, the consortium
also developed a software to analyze the entire
manuscript in order to highlight the most promising
remedies. Groups of ingredients were revealed,
some of them often used together, such as aloe vera
and sarcocolla®. Another recent computer analysis
equally highlighted the recurring appearance of
combinations of ingredients, like saffron and
opium or fennel and celery seeds, when analyzing
remedies for urinary tract diseases identified in
different Arabic pharmacopeias spanning over
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the course of more than 3 centuries*. These re-
occuring combinations point to a rational approach
in the development of treatment remedies, where
a base of certain ingredients would have been
maintained and used as a framework for the design
of new candidates. The same ingredients could
produce synergistic activity if combined, and
should deserve special attention. Thanks to these
studies, it becomes more and more evident that
the science of medicine in medieval times was the
result of a very rational and scientific approach,
far from the folkloric image it usually has. Further
studies of remedies from other manuscripts and
ancient practices will be required to confirm
these initial hypotheses and/or to possibly allow
the identification of innovative active principles
from complex combinations or even unexpected
materials®47.

While traditional remedies were developed
from common ingredients, many remedies also
contain toxic molecules, among which the most
emblematic being heavy metals, such as lead,
mercury, and arsenic. Reconsidering these remedies
for future development requires to prove that
ancient physicians perfectly mastered the use of
these ingredients, took into account their toxicities,
and did not take ill-considered risks concerning
the health of their patients. For example, lead was
widely used since antiquity to prepare make-up
products (including kohl) or remedies. Two recent
studies have analyzed these uses, based on makeup
found in Egyptian tombs*, and the reconstitution
of a cutaneous remedy reported by Al Kindi
(Table 1), from the medieval Arab period®. These
two studies demonstrated that ancient alchemists
mastered the transformation of metals and were
able to confer them different therapeutic potentials,
depending on the transformation processes used.
In the “khols” used for make-up, litharge was
transformed into laurionite and phosgenite, with
pro-inflammatory properties, which prevented
infections*®. Reconstruction and analysis of the
ancient remedy showed that alchemists produced
soluble lead with anti-inflammatory properties,
to promote healing®”. Moreover, the toxicity of
lead was reported as early as antiquity [50]. As
an anti-infective, it was mostly used cutaenously.
This limited the diffusion of the metal in the body,
restricting its action on the local site of infection.
These precautions may therefore have changed the
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benefit-risk balance of lead. Overall, the evidence
suggests that ancient physicians knew about the
inherent toxicity of toxic ingredients like metals,
and handled carefully their use.

These few exemples demonstrate that the
study of the history of medicine combined with
modern investigation could prove the rationality of
the approaches followed by these physicians. One
of the periods where this scientific approach was
at its peak, both in terms of the variety of actors
and of the scientific approach, was the medieval
Arab period (Table 1). The methodology applied
by these scientists could still be relevant today and
will be explained in the following section.

The Arab medieval Golden age of medicine

Medicine was certainly the most studied
and the most developed science studied in the
medieval Arab world. This was the Golden Age
of Arab medicine with considerable scientific
contributions between the 9" and 13" centuries,
i.e.>155, Many of the achievements of Arab-Muslim
physicians were based on the legacy of Greek
and Roman physicians®!¢. This effervescence of
knowledge and intelligence then spread throughout
the world and significantly influenced medical
theory, surgical practice and other disciplines.
Origin of the Golden Age

Several factors led to this Golden Age,
including religious support. Religion could indeed
easily favor, delay, or condemn medical progresses.
In this context, the guidelines of the Prophet
clearly encouraged such studies. The extension of
the Muslim Empire during this time also brought
out an exchange of ideas from India to Iran, or
Spain (Figure 2). Communication routes became
safer, facilitating travel and trade. Alongside these
developments, Arabic language was identified as an
international one, which facilitated the exchange
of scholarly ideas®. The ancient manuscripts of
greek, latin or even sansktit’” were translated in
Arabic by the most competent scholars. Another
significantly contribution to the Golden Age was
the establishment of a paper mills in Baghdad (for
a long time the nerve center of the Arab-Muslim
world*®) to replace parchment (skin of animals) or
papyrus (plant origin) by paper using linen. This
enabled many people to gain access to books and
develop their education®. The most precious texts
were stored in the House of Wisdom, founded in
Baghdad in 1005 by the Caliph Al Mamun®®.
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There were also significant advances
in chemistry, where Arab alchemists became
familiarized with plants and developed different
techniques such as distillation, crystallization,
calcination, etc...’*. An entire outgrowth of
alchemy consisted in isolating and studying a
broad spectrum of natural sources, minerals,
and compounds, to discover a ‘magic elixir’ or a
medical potion that would preserve people from
all fatal diseases.

Likewise, in microbiology, plague and
leprosy were considered as infective and contagious
diseases. For example, Islamic practitioners
introduced the concept of quarantining (XI*
century) as a form of disease control. Hygienic
methods were also implemented at the same time,
in the form of proper sterilization, putting in place
practices such as the use of alcohol prior to surgery
and skin wounds treatment®*.

Developments also occurred in
pharmacology. Practitioners became acquainted
with herbs, introduced new drugs such as camphor,
musk, sandalwood, developed excipients, created
flavoring extracts, and experimented with poisons
and antidote® . The first pharmacy was established
in Baghdad in 754. Four centuries later, the
pharmacology science was separated from both
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medicine and alchemy, these disciplines becoming
independent (illustrated Figure 3).
Medical education and institution

Physicians during this era followed long
training courses, often being six to seven years.
This education comprised an initial theoretical
training in sciences, followed by clinical training in
hospitals. The medical practice was even governed
by a code of ethics towards patients, colleagues,
and the community®'62,

Secular hospitals were established
throughout the Arab world, starting in Damascus
in 706. These hospitals were well equipped. Patient
monitoring, drug development and clinical trials
were reported and provided key records for the
development of the scientific method®?.

Famous figures of the Arab medicine age

Among the era’s many prominent figures
was Zakarya Al-Razi, known in Latin as Rhazes
(Figure 2, Table 1), a pharmacologist and physician
of Persian origin who headed the hospital founded
in Baghdad®. Zakarya Al-Razi devoted his life
to medical research and became the founder of
chemotherapy by using mineral drugs for external
and internal use in cancers®. Since his youth, he
was interested in alchemy, and later he became the
first to develop metal-chemical preparations such as

Antibiotic
on the market
Erythromycin
Tetracycline | Methicillin
Sulfonamide
Penicillin Cephalosporin

Carbapenem

Linezolid

1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Methicillin Linezolid
‘ Penicillin Erythromycin
Sulfonamide Tetracycline
Cephalosporin
Carbapenem
1-(
resistance

Fig. 1. A timeline of the evolution of antibiotic resistance
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arsenic, copper sulfate, iron sulfate, and different
forms of mercury to develop novel drugs®. He went
on to write his famous book 4/-Hawi, a 30 volumes
encyclopedia that provides a general description
of disorders, fevers, plagues, and skin diseases,
accompanied with a complete pharmacopeia, tables
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A
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of terminology, weights, and measures®. He was
the first to administer opium as an anesthetic after
testing it on animals®.

One of the most famous Muslim scientists
is Abdu Ali Ibn Husayn ibn Abdullah Ibn Sina, also
known as Avicenna (Figure 2, Table 1). Of Persian

Fig. 2. A map of the Arab Empire in Medieval times. The name of famous scientists cited in the text, the time and
place of birth are provided.

Fig. 3. Illustration of the preparation of a remedy. Folio from a dispersed manuscript of an Arabic translation of
the Materia Medica of Dioscorides [56,82]
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KNOWLEDGE DEVELOPED KNOWLEDGE DEVELOPED
IN THE PRE ISLAMIC IN OTHER MEDICAL
PERIOD SYSTEMS
‘\o IDENTIFICATION OF DRUG ] -—
KNOWLEDGE INTRODUCED KNOWLEDGE INTRODUCED
BY ISLAM BY ARABS AND MUSLIMS
EFFICACY AND TOXICITY |
MINERAL AND METAL
FOOD BASED THERAPY BASED DRUGS
SIMPLE DRUGS OR
COMPOSED DRUGS

A4

Fig. 4. Drug development process during the Arab medieval age, adapted from [74,83]

origin, from Rayy, he was known as the Prince of
medicine and developed a methodological approach
that would be taught in European universities
until the 19th century®. His book A4/-Qanun fi
al-Tibb -Canon of Medicine- represented the first
pharmacopeia, including medicinal, chemical,
and physical properties of more than 600 herbal
drugs®. In addition to these accomplishments,
Avicenna was the first to describe many different
microbiological diseases such as anthrax and
tuberculosis, and emphasized the crucial role
of hygiene and dietetics™. He stressed the need
to study new drugs before releasing them to the
patients by setting rules to test their effectiveness®.

Another interesting figure in the history of
medieval science is Abu Yusuf Yaaqub Ibn Ishaq
Al Kindi (Figure 2, Table 1), considered as the
Father of Arab philosophy. He was interested in
a many fields including metaphysics, philosophy
and logic to optics and pharmacology®’. Among
his many medical writings, the most reputable
and well-known might well be the medical
formulary “Agrabadhin”. This term is derived
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from the Greek word for ‘list’. The book details
the pharmaceutical preparations derived from
botanical, animals, and minerals sources, in the
form of lists of medications®™**. He also wrote
a treatise Risala fi ma’ rifat quwwat al-adwiya
al-murakkaba, translated as De gradibus, and
exploited mathematical rules to quantify the
strength of drugs®.

Diya al-Din Abu Muhammad Abdallah
Ibn Ahmad Ibn al Baytar (Figure 2, Table 1) is
another famous Arab scientist, a Muslim botanist
and pharmacologist of the Medieval era. His
knowledge and passion for natural sciences was
inspired by his father Ahmad Ibn Abd-al Malik™.
He studied the Galenic pharmacopeia, based on the
identification of the active principles of medicinal
plant extracts. His most accomplished work,
entitled, Kitab al-Gami’ li-mufradat al-adwiya
wa-l-agdiya translated as ‘Collection of simple
remedies and food’® is considered as his seminal
work. It was based on Dioscorides, Galien, Al-
Razi and Ibn Sina, on which he applied his own
observations and corrections and mentioned simple
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Table 1. Glossary of terms and names used in the review

Family term

Name

Description

Infection

Professionnals

Time period

Famous figures

Present definition

Past definition

Physician

Alchemist

Pharmacian

scholar

Antiquity
Medieval time
Arab medical golden age

Hyppocrate

Dioscorides

Zakarya Al-Razi

Abu Yusuf Yaaqub
Ibn Ishaq Al Kindi

Abdu Ali Ibn Husayn
Ibn Abdullah Ibn Sina

Development in a living being of micro-organisms that can
cause injury by multiplying and possibly secreting toxins
or spreading through the bloodstream

Infections are described by the symptoms they cause.
Their description should inform us on the nature of the
infection with today standards. This usually demands a
broad-ranging, interdisciplinary approach, to study the
manuscript, understand the description of the disease,
symptoms, the curative ingredients and infer from these
descriptions a plausible causing agent, that is not without
difficulties [84-86].

A person able to practise medicine, from diagnosis to
treatment (except surgery)

A person who practises alchemy, the medieval forerunner
of chemistry, concerned with the transformation or
transmutation of matter, through distillation, crystallization
A person who can prepare and sell certain drugs by
prescription only. They were aware of the importance of
raw materials, botanic and the importance of the preparation
protocol precision

A person who is highly educated or has an aptitude for
studying.

30th century BC -5th century
5-15th century
9-13th century

Born around 460 BC in Cos and died in 377 BC in Larissa,
was a Greek physician of the Periclean century, but also

a philosopher, traditionally considered as the father

of medicine

Born between 20-40 in Anazarbe and died around 90.

He was a Greek physician, pharmacologist and botanist
whose work was a major source of knowledge about plant,
animal or mineral based remedies during the 1500s.

He is the author of the treatise 'De materia medica'.

Born in 865 in the town of Clay, died around 925 in
Tehran was a Persian multidisciplinary scholar who

made important contributions to medicine, alchemy and
philosophy

Born in 801 in the town of Koufan, died in 873 in

Bagdad. As an encyclopedic mind, he sought to synthesize,
organize and evaluate all the knowledge of his time
(philosophy, mathematics, astronomy, physics, chemistry,
technology...)

born in 980 in Ravi, died in 1037 in Hamadan, philosopher
and physician, author of reference works in medicine and
philosophy
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Diya al-Din Abu Muhammad
Abdallah Ibn Ahmad Ibn al

Baytar

Remedies
collyrae from the
Bald's Leechbook

Lead-based cutaneous
remedy from Al Kindi.
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born around 1197 in the province of Malaga and died in
1248 in Damascus, an Arab-Andalusian physician,

who published several works in which he brought together
the pharmaceutical knowledge of his time

Make an eye salve against a wen: take equal amounts of an
Allium species and garlic, take equal amounts of wine and
ox gall, mix with the alliums, put in a brass vessel,

let stand for nine nights, clarify well, put in a horn and

at night apply to the eye with a feather [44]

1 part of quicklime (CaO) and 1 part of litharge (PbO)

are passed through a clay. They are covered with wine
vinegar. Olive oil is added and also sheep fat. It is boiled
together and stirred with a rod until it is mixed and

almost black. The heating is renewed until the viscosity

is like thick honey [49]

nutrients and about 1400 drugs based on plants,
animals, and mineral.

Drug development during the Arab Medieval
ages

During the Medieval ages, Arabs
significantly contributed to health and medicine.
During this time, the use of drugs still relied
upon scientific hypotheses introduced by the
Greeks, related to ‘the theory of bodily humors’.
Essentially, this theory states that humans fall sick
due to imbalances of bodily humors™. Hippocrates
(Figure 2, Table 1) stated that the human body is
made up of four substances: yellow bile, black bile,
water, and blood. Arab physicians agreed with this
theory’ and affirmed that physical and spiritual
wellbeing was essential, and that a disease should
be viewed as an opportunity to purify and balance
emotional and physical feelings through rest,
healthy food, breathing fresh air, and practicing
proper hygiene™. Even if this theory was proven
incorrect, the development of drugs still adhered
to scientific standards, and was further framed by
ethical rules™.

The origin of drug development was
founded on the accumulated knowledge from
pre-Islamic periods, such as that of the Egyptian
or Chinese medical systems, even if the Greek
and Roman legacies still remained the basis of
the developed knowledge throughout the Arab
Medieval ages. Arab physicians improved this
knowledge, and enhanced the concept of trials
which is at the core of the scientific approach

76

used today. Once a remedy was identified, either
based on plants, animals, metals and/or minerals,
its efficiency and toxicity was tested. Then, the
administrated remedy could be either a simple diet,
a simple drug based on plants, minerals and metals,
or a mixture of one or more of the aforementioned
(Flgure 4 74.75.

Ibn Sina extensively studied the nature
and qualities of simple drugs in vol. 2 of the Canon.
He then set rules to respect in the drug development
process. This remained the basis of testing drugs’™:
* The drug must be cleaned from any foreign
substances/impurities.

* Drugs must be tested on two different diseases to
be sure of the effects.

* The mechanism of action must be evaluated.

* The drug must be tested on animals and then on
human, to prove their efficacy.

Altogether, the Arab physicians developed
a scientific method based on experimentation,
evidence-based knowledge, clinical trials, animal
and/or human trials, concepts that are also found
in the contemporary scientific method.

CONCLUSIONS

Health care systems have always been
deeply embedded in economic, religious, and
societal beliefs, and are therefore the reflection of
their perspective eras. When the era is religious, an
inter-relationship between medicine and belief is
widely found, through different forms, disturbing
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the perception and relevance of the medical
and pharmacological advances of these periods.
Nonetheless, these inter-relations did not prevent
the rational development of medicine. All great
civilizations developed a wisdom, an art of health
and healing that is, empirically solid with proofs of
effectiveness. It is this rationality that encourages to
re-investigate ancient practices and pharmacopeias.
Modern technological advances may enable to re-
exploit these ancient remedies more easily [76-78].

The greatest benefit of history is its ability
to integrate past and present knowledge to improve
future understanding. Since ancient times, plants,
insects, animals, minerals, turned out to be an
exceptional source of bioactive molecules: they
have already provided humans with new first-
class remedies [79]. In comparison to isolated
ingredients, these pharmacopeias provide remedies
with synergistic combination of action. These
remedies have enhanced therapeutic effects through
the combination of ingredients that would be of
little medicinal interest if isolated. These studies are
nevertheless complex and require the establishment
of important interdisciplinary networks, including
history, biology, chemistry and pharmacology.
Recognition of these networks and the valorization
of their added value remain a challenge.

The Arabic Golden Age was an important
period in the history of ancient medicines and paved
the foundations for a modern scientific approach.
Their knowledge largely inspired Western medicine
from the Middle Ages to the Renaissance. The
numerous manuscripts found allowed to collect a
large amount of information on medical practices
and pharmacopeias, and to follow these practices
in time and space. By focusing mainly on remedies
preserved over a wide geographical or temporal
scale, ingredients of interest with the highest
potential may be selected.

This approach is well suited for the
search of antibacterial solutions, in the context
of bacterial resistance to antibiotics. Infections
were a daily concern in the Middle Ages, and the
solutions proposed were numerous: we thus have
access to a vast repertoire of potential solutions.
These ancient pharmacopeias contain a vast array
of information on both innovative molecules and
synergistic strategies making it more difficult for
bacteria to develop resistance, while potentially
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reducing the impact on the surrounding microbiota
(bactericidal molecules taken individually being
less deleterious). Thus, history holds a vast
repertoire of remedies that might lead to medical
innovation. In addition, some ancient remedies
preserved throughout history, are still utilized
today in the traditional Arab pharmacopeia. If
their efficacy could be validated historically and
by using today’s scientific methodology, they
could even be adopted in the context of integrated
healthcare.

Medical systems are constantly evolving.
Novel medical systems are introduced when an
old is challenged. This evolution often results in
an interweaving of innovations and old practices,
although the integration of ancient practices usually
comes with parsimony or defiance [80]. This has
always been the case, and is still true today, a time
when we are witnessing a crisis in health care
related to inadequate delivery and adaptation to
changing patient expectations. This crisis amplifies
the growing demand for complementary and
alternative medicines, which have their origins in
ancient and/or traditional practices. This is reflected
in the growing number of patients (over 70%
according to the WHO) who are already turning
to these practices. Despite the complementarity
between modern and traditional medicines, it is
their connection that seems to be problematic today.
The differences in the way health and pathology are
defined, studied and perceived, could also be at the
source of the difficulties in uniting them. Therefore,
it is imperative to study the cultures and societies
that laid the foundations of ancient medicine [81].
Characterizing the scientific approach by which
medicine and pharmacopeias were developed, and
understanding how the different health systems
have intertwined with each other over time could
help to rationalize the debate, and ultimately, why
not, lay the foundations for a modern conception
of a common medicine?
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2. Etudes des thérapies naturelles sélectionnées

Depuis des millénaires, I’homme utilisait des produits naturels a sa disposition afin de soulager
ses souffrances. En collaboration avec le Dr. V. Pitchon, le premier objectif était de retrouver a
travers des manuscrits anciens des préparations pour lutter contre des symptdmes qui pourraient
étre reliés a des infections bactériennes : la toux, des affections urinaires, cutanées, ou
respiratoires. A partir de 4 pharmacopées, une centaine de préparations a ainsi pu étre identifiée,

) 3¢ Ces demniéres

dont une vingtaine contre des affections cutanées furoncles, abces..
préparations contenaient trés souvent des métaux. Nous nous sommes intéressés a ces derniers
remedes, les combinaisons plantes-métaux étant 1’un de nos critéres de sélection. En effet, les
métaux €taient souvent utilisés en deuxieéme intention, lorsque les préparations a base de plantes
seules ne suffisaient pas. Et donc elles pouvaient potentiellement étre plus efficaces. Cette

démarche est précisée dans les revues Pitchon ef al (2022) 1°¢, et Abdallah ef al (2023) 1.

Les scientifiques Arabes ont montré leur grand intérét a 1’étude de la peau qui représente un
¢lément particulier du corps humain, car elle remplit plusieurs fonctions importantes pour le
maintien de la santé '°°. Elle est considérée comme la premiére barriére de protection du corps
contre les agressions externes, telles que les rayons UV, les bactéries... Trois classifications ont
été établies pour ce domaine d’étude ¢, Les tumeurs, les ulcéres, les pustules, la 1épre et d'autres
infections sont considérées comme des troubles internes et sont inclues dans la premicre
catégorie. La deuxiéme ne concerne que les infections cutanées comme le vitiligo et autres. La
troisiéme catégorie comprend les maladies affectant les appendices de la peau, comme les
cheveux et les ongles, et est organisée selon un systéme unique connu sous le nom de A/-Zina,

parfois appelé cosmétologie 1°.

Deux préparations ont été sélectionnées sur la récurrence de 1’utilisation de leur ingrédient. La
1° préparation est simple, composée essentiellement de métaux. La 2™ est plus complexe
puisqu’elle combine plantes et métaux. Ces deux préparations ont été décrites par Al-Kindi, un

médecin du IX siécle 7

. La sélection de ces deux remedes devait répondre a plusieurs critéres ;
les traitements devaient cibler des symptomes d’origine bactériennes comme la toux, infections
cutanées, infections urinaires...), et contenir au moins un ¢lément métallique. Les plantes

devaient étre les plus fréquemment utilisées dans les pharmacopées étudices.
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2.1. Introduction a I’article 1 : Past mastering of metal transformation enabled
physicians to increase their therapeutic potential

Les métaux jouent un role curcial en tant qu’élements essentiels. Ils ont été utilisés depuis
I’ Antiquité en tant qu’agents antimicrobiens, prescrits lorsque les remedes a base de plantes se
révélaient inefficaces. Ces remedes anciens pourraient cacher des secrets prometteurs pouvant

conduire a la découverte de nouvelles combinaisons thérapeutiques intéressantes.

L’objectif de ce premier travail était de mettre en place la méthodologie d’étude, et d’entamer
nos études sur I’intérét des métaux dans des préparations contre des symptomes cutanés. La
source de cette étude est un manuscrit écrit en langue arabe il y a plus de 1000 ans par Al-Kindi
(IXe siecle). Depuis, la langue, le nom des ingrédients, la maniére de décrire le protocole... ont
évolué. C’est la raison pour laquelle nous nous sommes intéressés en premier lieu a une
préparation ‘simple’, ne contenant pas de plantes. L’objectif n’est pas forcément de valider une
pratique ancienne, notamment lorsqu’il s’agit d’utiliser des métaux comme le plomb, mais d’en
tirer des lecons pour concevoir des stratégies antibactériennes innovantes et/ou pour comprendre

la pratique médicale ancienne.

Pour atteindre cet objectif, nous avons reproduit le 1 reméde composé essentiellement de
métaux : le plomb et la chaux. Le tableau 8 décrit la composition du remede. Nous avons analysé
le role de chaque ingrédient. Puis, nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice
contre trois bactéries pathogenes ; S. aureus, E. coli et P. aeruginosa. Enfin, nous avons étudié

les effets toxiques et inflammatoires du remede sur les macrophages murins.

Tableau 8 : Composition de la préparation du reméde 1 sélectionné.

Préparation 1 Quantité
Chaux tamisée (CaO) 1 part
Litharge (PbO) 1 part

Vinaigre du vin

Huile d’olive

Graisse de mouton

La préparation de ce remede est décrite comme suit dans le texte d’Al-kindi (aapres
traduction) : « La préparation de ce remede est considérée comme efficace et éprouvée. Elle

nécessite 1 part de chaux vive et 1 part de litharge, chacune d'entre elles étant soigneusement
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filtrée dans de l'argile. Les deux substances sont ensuite imprégnées du meilleur vinaigre de vin.
On ajoute ensuite une quantité suffisante d'huile d'olive et de graisse de mouton, dans une mesure
équivalente a la moitié de chaque ingrédient. Le mélange est bouilli et remué avec une baguette
jusqu'a ce qu'il soit bien mélangé et presque noir. Ensuite, on le laisse reposer. On réchauffe
ensuite le mélange jusqu'a ce qu'il atteigne une viscosité similaire a celle du miel épais. Enfin,
on applique ce remede sur la plaie. Cette préparation a été testée et est considérée comme efficace

avec l'aide de Dieu ».

Le fruit de ce travail a été publié : Basma Abdallah, Cendrine Seguin, Elora Aubert, Hassan Ait
Benhassou, Laila Sbabou, Laurence Choulier, Catherine Vonthron, Isabelle J. Schalk, Gaetan
L.A. Mislin, Sylvie Fournel, Véronique Pitchon, Pierre Fechter (2022). Past mastering of metal
transformation enabled physicians to increase their therapeutic potential. Journal of Trace

Elements in Medicine and Biology, 126926 8.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Metals are trace elements, vital in some instances or toxic in others. Due to this toxicity, they have
Antimicm‘?ial been used since ancient time as antimicrobials, and prescribed when plant-only remedies were not efficient
l"ﬂammauof' enough. These remedies could still contain secrets that may lead to the discovery of new therapeutically inter-
:ﬂvz;nlsd healing esting combinations. The objective of this study was to give a proof of concept that such remedies combining

metals and plants are worth studying again.

Methods: We exploited 4 medical formularies (agrabadhin), from three Arab authors from the 9-12th century. We
reproduced a remedy, and analyzed the role of each ingredient. We further looked for the minimum inhibitory
concentration against three pathogenic bacteria, and we analyzed toxic and inflammatory effects of this remedy
on macrophages.

Results: Even if plants were extensively used (almost 80 % of all ingredients), more than 36 different minerals
have been found in these 4 agrabadhin. When it came to remedies against infections that could be applied
externally, the use of metals grew to 70 %. We focused on a remedy, containing mainly metals. We have been
able to attribute a role for each ingredient, to show that this skin remedy helped to combat the infection and to
resorb the wound, and to highlight the mastering of metal transformation by these physicians.

Conclusions: With a very simple recipe, mainly composed of metals, these past physicians designed a complete
and synergistic remedy to combat abscesses, while restricting the toxic effect of metals to the site of infection. It
is a first example showing that different metal manufactures were evolved to improve their therapeutic poten-
tials. The knowledge acquired by these physician should deserve more attention, and unexpected features,
original organo-metallic compounds or therapeutic synergy could still be found from such research.

Past pharmacopeia

1. Introduction

Some metals are fundamental for many cellular functions in all living
organisms. About half of the proteins are dependent on metals for
structure, function, electron transfer, catalysis properties [1,2]. These
essential metals are lethal to any organism when present in excess,
mostly due to the generation of reactive oxygen species (ROS), or their

* Corresponding authors.

competition with other essential metals. Furthermore, some metals like
gold (Au), silver (Ag), mercury (Hg), lead (Pb), arsenic (As) are
extremely poisonous to most organisms, including bacteria even at low
concentration. Because of their toxicity, these metals have been used
since ancient time as antimicrobial agent, to preserve food or liquid. For
example, vessels made of copper (Cu) and Ag have been used for cen-
turies to disinfect water or preserve food. Metals have also been widely
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utilized since Antiquity in remedy, as anti-infective molecules. The
Edwin Smith Papyrus, an ancient Egyptian medical text dating back to 1,
600 B.C., is one of the first written works that documents the use of a Cu
salt as an astringent [3,4]. Many applications of Ag in medicine have
been documented, to treat gonococcal ocular infection [5], repair
vaginal tears after childbirth [6], prevent infection of surgical wounds
etc. Physicians have also used tellium (Te), As oxides, Cu or Hg salts to
treat diseases such as leprosy, tuberculosis, gonorrhea and syphilis
[7-11]. Pb has been used for centuries in remedies, food preservation,
sweetenend, as well as in make-up [12,13]. The use of metals has been
abandoned after the discovery of penicillin by Alexander Fleming in
1920. Since then, antibiotics were preferred as they were powerful, their
mode of action well described and their toxicity better handled. Certain
unfortunate and inappropriate use of metals have further largely
contributed to the current mistrust concerning their use in medicine
[14-17]. However, the spread of resistant strains and limitations in the
development of new antibiotics has led to a renewed interest in the use
of metals [18]. Due to their constant use over centuries, their
anti-microbial properties are proven and admitted and they could
become attractive again as long as their effect on patients are scientifi-
cally validated. Studies on past use of metals could provide some valu-
able informations concerning their use, precautions to be taken or
warning on contraindications. Indeed, even if metals were widely
employed, they were neither used randomly, nor without trans-
formation or mastering their sources, their purity and their formulation.

The Middle Age Arabic period corresponds to a golden scientific apex
with crucial innovations in medicine. The knowledge of the Arab
physicits was not based on a form of empiricism but anchored in a
thousand-year-old theory, the theory of humor which was current until
the advent of molecular medicine beginning of the 19th century. The
theory of humor is a world of its own, well organized, in which every-
thing has a place and an explanation. Numerous studies show the
effectiveness of ancient drugs and this medicine was based on strong
knowledge of the properties of natural elements, such as plants, minerals
or animal materials made available to humans to treat their fellow
human beings [19-22]. The Arabs developed an advanced system of
care characterized by particularly rich and abundant sources, which
exist under different types of documents including medical formularies
or aqrabadhin listing hundreds of drug preparations (illustrated Fig. 1).

The challenge of this multidisciplinary research based on the study of
ancient knowledge is to find out whether these ancient pharmacopoeias
may contain solutions that could be implemented for the design of to-
morrow’s anti-infectious drugs.

The objective of this study was to give a proof of concept that these
past physicians did not choose metals randomly, took into account their
toxicity in their practises, and mastered sufficiently the transformation
of these metals to confer them specific properties, depending on the
disease to treat. Through a historical survey, we listed the metals used in
the past, and highlighted the ones used to cure different affections
referring to symptoms related to infections. By exploring this historical
literature, it appeared that metals were frequently used in this phar-
macopeia for cutaneous infections and rarely ingested. We then focused
on one simple remedy, an ointment that was used to cure abscesses. This
remedy contained litharge (PbO), and although the choice of this metal
for the development of an application nowadays seems inappropriate
due to its well-known toxicity, some scientific arguments still plaid for
its study as a proof of concept. Due to its wide use in the past, it may
represent a good illustration of the ability of past physicians to handle
the sources, the transformation, the properties, the use and the toxicity
of metals. We have been able to reproduce this remedy, identified the
steps important to get the ointment, and studied its biological activity by
looking for its anti-bacterial properties and its effect on the inflamma-
tion system. It appeared that this simple combination of metals might
enable to combat the infection, and to resorb the wound. Further, our
results showed that by mastering the transformation of litharge, physi-
cians could confer specific and different properties to metals according

Journal of Trace Elements in Medicine and Biology 71 (2022) 126926

Fig. 1. Text from Qanu n, Ibn Si na_, Folio 10v, BNF, Ms Ar. 6454.
to the recommended use, and were able to restrict their toxic effects.
2. Materials and methods
2.1. Selection of sources

We exploited 4 agrabadhin i.e. medical formulary, from three au-
thors, using double editions in translated versions or Arabic-written
versions. The authors of the Arabic manuscripts lived from the 9th
and the beginning of the 12th century. There biographies are briefly
described hereafter:

- Sabiir ibn Sahl agrabadhin exists in two versions, the small dispen-
sary [23] which is a smaller version of an extented manuscript pre-
pared for use by pharmacists at Adudi Hospital in Baghdad [24]. He
was one of the first doctor to write a pharmacopoeia text to the
intention of doctors exercing in an hospital, describing a wide variety
of drugs and measures to be taken to cure ailments. He became a
doctor at the court of Caliph al-Mutawakkil (847-869) and his suc-
cessors until his death in 869 (date uncertain).

- Al-Kindi (800-870 A.D.) wrote an agrabadhin [25] He was born at the
beginning of the 9th century in Kufa. In the pharmaceutical field, for
the first time he established mathematical rules to determine the
final effect of a compound remedy, starting from the quantity and the
degrees of quality of each ingredient, thus becoming "the father of
dosage”.

Al-Tilmidh (Baghdad, 1073 — 1165 A.D.) is a doctor of Baghdad. He

was notably at the service of the Abbasid caliphs al-Muqtafi and al-

Mustanjid, chief of the doctors of Baghdad, head of the hospital

'Adudi. His experience in this establishment led him to write a

twenty-chapters agrabadhin compiled according to the author from a

number of other agrabadhinat [26].

2.2. Chemicals, bacterial strains, eucaryotic cell lines, and growth
conditions

For the reproduction of the remedy, litharge (Pb"0) has been
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purchased from Strem Chemicals, Celite 545 from VWR Chemicals, red
vinegar, olive oil, sheep fat, quicklime (CaO) from commercial market.
Tobramycin was purchased from Sigma. The bacterial strains tested
were Pseudomonas aeruginosa ATCC15692; Escherichia coli MG1655;
Staphylococcus aureus HGOO1. These strains were routinely grown in LB
(Difco) at 37 °C. When Succinate Medium (SM) was used (per liter:
K;HPO4 6 g, KHyPO4 3 g, MgS04.7H50 0.2 g, (NH4)2S04 1 g, succinic
acid 4 g, pH adjusted to 7.0), the bacteria were first grown overnight at
30 °C in LB broth and were then washed, re-suspended and cultured
overnight at 37 °C in SM medium. The cells were then pelleted by
centrifugation and re-suspended in fresh medium, and the resulting
suspension was diluted to the OD600 nm required. RAW 264.7 mouse
macrophages (ATCC® TIB-71TM) were cultured in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium High glucose (DMEM High Glc) containing stabilized
glutamine, supplemented with 5 % (v/v) of fetal bovine serum (FBS),
Penicillin (1000 U/mL) and Streptomycin (100 pg/mL) at 37 °Cin 5 %
CO,, 95 % humidity. Media and culture supplements were from Sigma/
Merck (Darmstadt, Germany). For ICP-AES, TraceMetal grade HNO3
67-69 % was purchased from Fischer Chemical, and element standards
were purchased from CPI international.

2.3. Preparation of the remedy

10 g of celite 454 were placed in a syringe plugged with cotton. Then,
1 g of quicklime and 1 g of litharge were added. Vinegar was then
poured onto the syringe until 50 mL of filtrate was obtained (as shown in
Fig. 2, top), the filtrate was recovered in a round-bottom flask. 50 mL of
olive oil was added as well as 4 g of sheep fat and the preparation was
heated at 150 °C with a heating mantle for 1 h, then passed to the flame
(Fig. 2, bottom). Depending on the experiment, one or more of the in-
gredients/steps could be omitted. To test the antibacterial and inflam-
matory properties of the preparations, we did neither heat nor added
sheep fat and olive oil, to avoid testing either poorly soluble materials or
aggregates that could biais the results.

C L
Litharge (1g)
+lime (1g) e
+vinegar e
S50
Filtration A
on celit
Filtrate
+ olive oil
+sheep fat

Heatingstep  C
(flame)
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2.4. Metal content analysis

Samples were mineralized in closed vessels with nitric acid for trace
analysis at 100 °C for 1 h. A blank test was carried out in parallel under
the same conditions. The detection of 30 elements in the clear obtained
solution was realized at the proper dilution by ICP-AES (Varian 720ES).
Elements with a concentration above 1.5 mg/g were quantified using a
multielement standard for calibration. Data were expressed as mean +
standard deviation. Student t-test were used to analyse the significance
of the results. P values lower than 0.05 were considered as statistically
significant.

2.5. MIC calculation

To estimate the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), the
preparations were tested in serial dilutions 1:2 or 1:3 in a round-
bottomed 96 well plate (Greiner Bio-One). 100 pL of the medium used
were first added to all wells. For a cascade dilution of 1:2, 100 pL of the
preparation to be tested (after a preliminary dilution) was added to well
1. After mixing, 100 pL was removed and added to the following well.
This step was repeated until well 10, after which 100 pL was ejected. All
wells except the sterility controls were then inoculated with 100 pL of a
bacterial overnight culture diluted to an optical density 600 nm
(0OD600) of 0.0002, for a final ODggp of 0.0001 in each well. Plates were
then agitated overnight (~18 h) at 37 °C. Observation of MIC was made
by eye and by reading of the OD600 by an Infinite TECAN 200/M200
Pro. MIC was taken to be the lowest concentration at which bacterial
growth was fully inhibited.

2.6. Disk diffusion test

300 pL of a bacterial overnight culture diluted to an OD600 of 0.02
for LB medium, or 0.05 for SM medium were spread on a Petri dish
poured with the same medium. After 10 min drying, 5-20 pL of the
samples to be tested was directly deposited on the dish. Dishes were
finally left overnight (18 h) at 37 °C, and pictures taken.

Fig. 2. Preparation of the remedy. The
photos illustrate the steps to prepare the rem-
edy, as well as its aspect. For this experiment, 1
g of quicklime and 1 g of litharge were loaded
on a seringue plugged with 10 g of celite 454
(A). Vinegar was then poured onto the syringe
to obtain 50 mL of filtrate (B). The filtrate was
recovered in a round-bottom flask, and 50 mL
of olive oil as well as 4 g of sheep fat were
added. The preparation was heated first at 150
°C then passed to the flame (C) to obtain the
final black ointment (D).

Filtrate B

Ointment D
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2.7. Cell viability

2.7.1. Cell incubation

RAW264.7 (TIB-71, ATCC) are monocytes/macrophages from
mouse, widely used as model cell in inflammation studies. The incuba-
tion with the preparations (passed through a 70 pm filter, Flowmi Cell
Strainer) was conducted over 3 days. The first day, 50, 000 cells/well
were seeded with filtered preparations, concentrations ranging from
0.016 to 50 pL/mL, to a final culture medium volume of 100 pL in 96
well plate flat bottom during 24 h at 37 °C. On day 2, cells were stim-
ulated with 50 ng/mL of lipopolysaccharides (LPS). On day 3, cells and
supernatants were collected for subsequent analysis.

2.7.2. Evaluation of cell viability by MTS assays

24 h following treatment, mitochondria activity that is related to cell
metabolic activity and thus cell viability was assessed using CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison,
WI). Briefly, after supernatant removal, 100 pL PBS 1X and 20 pL MTS
solution were added per well. Cells were incubated at 37 °C for 40 min
and absorbance was measured at 490 and 700 nm on a SAFAS spec-
trophotometer (SAFAS, Monaco). Cell viability was determined as the
optical density ratio between sample and control cells and expressed as
percent.

2.8. Inflammation evaluation

2.8.1. NO production

Concentrations of nitrogen dioxide in cell supernatants (represen-
tative of the nitric oxide produced by activated cells) were evaluated by
Griess test. Briefly, 60 pL of Griess reagent (v/v mixture of 58.1 mM p-
aminobenzene sulfonamide in 30 % acetic acid and 3.9 mM n-(1-
naphtyl)ethylenediamine dihydrochloride in 60 % acetic acid) were
added to 40 pL of supernatant and the absorbance at 543 nm was
measured and compared to a sodium nitrite standard curve.

2.8.2. TNF-a production

To determine the effects of treatment on the production of inflam-
matory cytokines (i.e., TNF-a), cells were cultured and treated as
described in the previous section. Supernatants collected from wells of a
96-well plate were assayed using specific enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA). Purified anti-mouse TNFa antibody clone 1F3F3D4
and biotinylated anti-mouse TNFa antibody clone XT3/XT22 were
purchased from eBiosciences/thermoFischer Scientific (Waltham, MA,
USA). Avidin HRP was from Jackson (West Grove, PA, USA).

Briefly, capture antibody was diluted to 1 pg/mL in a 0.05 M pH 9.6
carbonate/bicarbonate buffer and coated 1 night at 4 °C before blocking
with PBS 0.05 % Tween 20 1 % BSA (1 h, 37 °C). Samples were then
diluted with PBS and incubated with capture antibody (2 h, 37 °C)
before the biotinylated detection antibody diluted to 0.5 pg/mL in PBS
0.05 % Tween 20 1% BSA was added (1 h, 37 °C). Avidin HRP was then
introduced (45 min, 37 °C) and revelation was conducted by adding a
solution of 1.25 mM tetramethylbenzidine and 13.05 mM H202in 0.1 M
pH 5 citrate buffer. Revelation was finally stopped by addition of 1 M
HCI and absorbance was measured at 450 nm.

2.8.3. Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard deviation. Mann-Whitney U
tests were used to analyse the significance of the results. P values lower
than 0.05 were considered as statistically significant.
3. Results
3.1. Global analysis of materia medica in the agrabadhinat

Arab scientists were really innovative, not only by the incorporation
of new substances, simple or compound drugs, specific to the biotope of
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the places where they lived, but also in methodology, the establishment
of professional practices with the separation of the pharmaceutical and
medical professions. The growth of the medical field and the complexity
of this profession also necessitated the codification of the pharmacy and
the classification of the drugs, for a better implementation of the medical
practice, and a more effective application of the treatments and devel-
opment of medicines and remedies.

The medical material had three origins: vegetable (nabat), animal
(min al-hayawn) and mineral (ma’adin); an analysis of the different
sources showed that the distribution of substances varied only slightly
(Table 1) in the agrabadhin as a function of time or geographical area
with a percentage between 75,7 and 79,5% of the medical material
which came from the vegetable kingdom, the rest being equally divided
between animal origin or mineral origin.

3.2. Metals used in the agrabadhin

If the vegetal substances were mostly used, the sources revealed the
systematic presence of simples drugs of mineral origin. We have iden-
tified 36 mineral products in the Arab pharmacopoeia (Table 2),
showing that a wide variety of metals and minerals have been used for
curative purposes, mainly minerals which were naturally available. We
did not report clays which were also used in medicine back to antiquity
[27], but which formulation is more complex. Most products were
extracted from rocks in the native state. The minerals could be natural
inorganic compounds but also chemical compounds extracted from de-
posits, produced by pyrolysis, or even transformed/synthesized. Indeed,
the Arabs perfected the techniques of chemistry, evaporation, melting
metals, dissolution techniques in the nitric acid, sulfuric acid, hydro-
chloric acid and aqua regia. Thanks to these techniques, the Arab
chemists performed various mineral combinations: silver nitrate, mer-
cury oxide, copper sulphate, alum or hydrated iron. They also used
crushed precious stones, garnet, hyacinth, topaz, emerald, sapphire,
eagle stone. Some pills were gilded with precious metals, including gold
that had several therapeutic virtues.

3.3. Analysis of the metals used in infection care

To analyse more in details the minerals used to treat symptoms that
could be related to bacterial infection, we extracted the remedies spec-
ifying three types of symptoms: the symptoms affecting the respiratory
system such as cough, chest pains (chest pain, lung ulcers, infection,
mucus, etc.), medications useful in the treatment of skin and mucous
membrane (abscesses, pustules, ulcers, scrofula, fistulas) as well as those
intended to treat urinary tract infections, since all these affections can
have a bacterial origin. We have obtained a total of 92 remedies, some of
which treating two of the three symptoms. These remedies were
distributed as: respiratory disorders (40), skin disorders (14), and uri-
nary disorders (38).

Of the 40 respiratory drug remedies, only 3 are found in which
mineral elements are used, and in these cases a clay (containing the
metal) was introduced as a binder for galenic purposes. A single cough
sputum preparation contained hematite mixed with plants, scorched and
powdered mussel shells, coral and amber. Among the 38 preparations
intended to cure the diseases of urinary infections, most of them -35-
were ingested (infusions). On the three left, one contained mercury and

Table 1
Comparison of the nature of the medical matter.
Source Number of % vegetal 9% animal % mineral
substances (%) (%) (%)
Al-Kind1 311 79,5 9,6 10,9
Ibn Sahl 378 79,1 10,6 10,3
Ibn al- 433 75,7 11,3 13,0
Tilmidh
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Table 2
Mineral medicinal substances and chemical formulas (X present, - absent).
Mineral Formula Sabur Ibn al- Al-
Sahl Kindi Tilmidh
Silver Ag X X X
Realgar AssSy X b ¢ X
Orpiment AsyS3 X X X
Gold Au X X X
Quicklime Ca0 X x X
Gypsum CaS04, 2(H;0) X - ~
Cadmium cd X - X
Copper Cu X - X
Burnt copper Cuz0 X X X
Verdigris Cu(OH)3, CuCO3 X X X
Rust Fe,0s, 3 H,0 X X X
Haematite a-Fe 04 X X X
Pyrite FeS, 4 X
Marcasite” FeS; - X -
Mercury Hg - X -
Cinnabar (or HgS X - -
vermilion)
Vitriol" - X X X
Potash KOH X X X
Alun KAI(SO,)2, 12 X x X
H0
Ammonium salt NH,C1 X X X
Borax NasB,0;, 10H,0 X X X
Litharge PbO X X X
White lead (ceruse) PbCOs, Pb(OH), X b & X
Red lead (minium) PbO, X b S X
Lead sulfide PbS X - -
Sulphur S X X X
Antimony sulphide SbaSs X X X
Scale (Calamine) ZnCO4 X X -
Alkali - - X X
Natron Na,C03.10H,0 = X X
Tutty Zn0 4 X -
Ruby - X -
Salt NaCl X X X
Salpeter KNO, - X -
Lapis Lazuli - X

® Another crystalline form of pyrite, slightly lighter in colour.

® The term vitriol (qualga in Arabic) is not equivalent to the current term for
concentrated sulfuric acid but refers to various sulphates according to the color
that is affixed to the name. Thus, here is the blue vitriol [copper sulphate], the
green vitriol [iron sulphate and basic copper sulphate], the yellow and red vitriol
[basic iron sulphate] and finally the white vitriol [zinc sulphate; alumina sulfate,
or even alum].

© It may be potash or ammonia, but it is rather a mixture of sodium carbonate
and p btained by slow c of certain plants.

H

another contained potash and lime. The first is applied as a clyster while
the second is an enema. Altogether, except for clay or hematite, drugs
containing mineral elements were not ingested, which argues in favour
of a consideration of their potential toxicity. On the other hand, the
treatment of skin disorders lead to a wide use of minerals since among
the 14 remedies listed, 10 contained at least one mineral element. The
occurrence of metals in these remedies was reported in Table 3.

Table 3
Number of occurrences of minerals present in the treatment of
skin conditions.

Mineral

Gold (Au)

Silver (Ag)

Litharge (PbO)

Minium (PbO3)

Céruse (PbCOs, Pb(OH)2)
Alun

Quicklime

Verdigris

Mercury

=]
g
a

I S
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3.4. Selection of a remedy

We then focused on remedies to cure skin disorders. Copper was the
most frequently used metal (5 times), followed by litharge (2 times). We
followed up a remedy containing mainly metals, among them litharge
(PbO) and quicklime (CaO), described by Al-Kindi. As this remedy
contained few organic ingredients, and no plants, we believed it could be
easier to follow the transformations imposed to these metals. Even if
nowadays, Pb is only considered through its toxicity, it has been widely
used in past medicines. Studying different remedies based on Pb could
help to evaluate the mastery of metal used by these physicians.

The remedy is described as followed: “It draws out what is in it,
cleanses it, cicatrizes the flesh. It is good and tested: it contains 1 part of
quicklime and 1 part of litharge. Each is strained well through clay. Both
are covered with the best wine vinegar until they are soaked in it. Olive
oil is poured on them and also sheep fat in a measure that is enough for
both. It is a measure of half of each of them. It is boiled together and
stirred with a rod until it is mixed and it is almost black. It is left. The
heating is renewed until the viscosity is like thick gathered honey. It is
applied to the wound. It is tested and good with God’s help.”

3.5. Metal transformation and formulation

Litharge-based compounds were widely used from the antiquity
either in the formulation of make-up materials, or in remedies. We
wondered whether its use in both types of application was comparable.
A recent study on the chemical analysis of make up samples found in
Egyptians tombs, confirmed by the reconstitution of ancient recipes,
have shown that two non-natural Pb chlorides (laurionite Pb(OH)Cl and
phosgenite PbaCl>CO3) were purposely synthesized, and triggered a pro-
inflammatory activity [28]. In that case, the transformation of litharge
(through a process already described by Discorides) was as follow:

PbO + Hy0 + NaCl -> Pb(OH)Cl + NaOH
PbO + H,0 + NaCl + 1/2 NayCO; -> 1/2 Pb,C1,CO5 + 2 NaOH

The description of the ointment used by Al-Kindi to cure abscesses
followed a different transformation process of litharge, due to the vin-
egar that contains acetic acid. This process was often used in the past to
solubilize litharge in Pb acetate:

PbO + 2AcOH -> Pb(OAc); + H0

It should be noted that quicklime underwent the same trans-
formation (CaO 4+ 2AcOH -> Ca(OAc)2 + H20).

Thus depending on final application, litharge could be submitted to
different transformation processes. We wondered whether this differ-
ences conferred also different activities to the metals.

3.6. Reproduction of the remedy

To reproduce as faithfully as possible the remedy 1 g of quicklime
(Ca0) and 1 g of litharge (PbO) were loaded on a celite 545 column to
reproduce the step of filtration on clay. Vinegar was then added to the
column until 50 mL of filtrate was obtained. We added the same volume
of olive oil as well as 4 g of sheep fat after the filtration, and heated the
preparations to 150 °C, but we only got two separated phases. We ob-
tained the viscous black ointment described when the preparation was
passed to the flame (higher temperature). Fig. 2 summerizes the prep-
aration steps and give an idea of the intermediate/final products.

To test the role of the different compounds, we prepared different
versions of the remedy (named preparations), omitting sometimes one
ingredient, or step... (Fig. 3).

The vinegar was essential to dissolve the litharge, as well as the
quicklime in their acetate salt form. It should be noted that the filtration
through celite (or any clays) that contained different salts could enable
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Fig. 3. Summary of the preparations tested. All preparations were filtrated
through clay with wine vinegar. Control preparations (in green) were prepared
only with vinegar, that was buffered before the filtration step or not. Different
other preparations were studied (in yellow), for which only litharge was passed
through clay with vinegar (preparation 3), only quicklime (preparation 4) or
both minerals (preparation 5). The importance of olive oil, sheep fat or heating
step for galenic purposes (pink) was also assessed through preparations lacking
one of these ingredient/step. The bers refer to preparations that will serve
to study the biological activities. The details of the preparations are depicted in
2.3 and 3.6. When required, statistical tests were used to assess the results and
significance of the comparison (see Sections 2.4, 2.8.3).

the formation of different lead or calcium salts, by exchange between
acetate and other counter-ions. The final formulary contained thus lead
and calcium salts, vinegar, olive oil and sheep fat. The efficacy of metal
solubilisation by vinegar was assessed by analyzing the metal content
through ICP-AES. Pb was at a concentration of 10 mM (4/— 15 %) in the
solution recovered after filtration (50 mL recovered), yielding 10 % of
the initial litharge deposited on the clay. Ca was better solubilized, as
almost 50 mM (4/— 15 %) were recovered. The quicklime enabled to
buffer the preparation, increasing the pH from 3 to 4 to 6. The clay was
used to filtrate the product, so that litharge/quicklime were prevented
from ending up in the final product. The olive oil, sheep fat and heating
step were indispensable to get the black ointment consistency described
by Al-Kindi. Omitting one of these ingredient/step did not allow the
obtention of the ointment. They thus have a galenic function. Since the
ointment was not soluble, and thus its activity difficult to test, we only
analysed the biological activity of preparations without olive oil and
sheep fat.

3.7. Trace metal content

We further measured the concentration of several metals (biologic or
toxic) and analysed their variation among some preparations (prepara-
tions containing either litharge (3), quicklime (4), both (5) or neither
ingredient (2) (Fig. 5) by ACP-AES. While as expected, Ca was more
concentrated in preparations 4 and 5, and Pb more concentrated in
preparations 3 and 5, some other metals (either toxic like Al or non toxic
as K, Mg, Na, Zn) have been significantly found in higher concentrations
in the preparation 3 than in the others, according to Student T-test
statistical analysis. This may be explained by the acidity of preparation 3
leading to a better solubilization of different metals present in the celite,
and thus higher concentrations in the eluate.

3.8. Antibacterial activity

The antibacterial activity of the preparation obtained was tested on
three different pathogenic bacteria, belonging to the ESKAPE group of
alarming pathogens for their resistance to antibiotics: the gram positive
Staphylococcus aureus, the gram negative Escherichia coli and Pseudo-
monas aeruginosa. Two methods were used to assess the antibacterial
activity, based on solid or liquid LB media. Different preparations were
tested, which were prepared either without quicklime or litharge (¥Fig. 3)
to study their antibacterial effect. We further performed control exper-
iments only with vinegar, to dissociate the role of the Pb or Ca salts
(obtained after filtration on clay with vinegar in preparations 3 and 4
respectively), to that of vinegar alone (Fig. 3). Two control preparations
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of vinegar were used, either vinegar passed through clay (control 1) as a
control for the acidic preparation 3 (pH 3-4), or buffered vinegar passed
through clay (control 2) as a control for the preparation 4 or 5 (pH 6). As
a positive control, we also exposed the bacteria to 10 pL of tobramycin
(0.1 pg/mL; Fig. 4, positive control). We loaded 10 pL of preparations on
plates (Fig. 4). Beside the central plot, which corresponds to some pre-
cipitation of the preparations once deposited on the plate (metals are
usually only partly soluble in physiological conditions), a hole in the
bacterial plate reflected the antibacterial activity of the preparation.
When comparing the preparation 3 (Fig. 4, spots 3) to that of the vinegar
control 1 (Fig. 4, spots 1), both carried a similar antibacterial activity,
meaning that Pb salts contained in preparation 3 had probably no
antibacterial activity by itself. The preparation 4 (Fig. 4, spots 4),
however, showed an antibacterial activity when compared to that of the
buffered vinegar control 2 (Fig. 4, spots 2), showing that the Ca salts
contained in preparation 4 carry an antibacterial activity. The prepa-
ration 5, containing both Pb and Ca salts, (Fig. 4, spots 5) did not greatly
improve the effect on bacteria as compared to that of preparation 4
(Fig. 4, spots 4). Thus, the antibacterial activity of the remedy, as far as
we can test, relied most probably on Ca salts.

Since the different version of the remedy partly precipitated on the
plates, it was important to test these fractions in liquid, at lower initial
concentration, that could minor this adverse effect. We then tested the
antibacterial properties of the preparations in liquid (in 96-well plates),
by following the growth of the bacteria in the presence of serial dilution
of the different preparations. As long as the concentration of the prep-
arations were lethal for the bacteria, they did not grow. The concen-
tration used in the last well in which the bacteria did not grow gave the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC, Table 4). When the dilution
was more important, the preparations were not able to inhibit bacterial
growth anymore. The MIC of the preparation 3 was pretty similar to that
of vinegar control 1, for the three bacteria, that confirmed the weak
antibacterial activity of Pb salts. The preparations 4 containing Ca salts,
on the opposite, triggered an antibacterial activity (MIC = 15 uL/mL, e.i.
15 pL of preparation diluted in 1 mL of medium), which was absent
when buffered vinegar control 2 was tested. As for the plate, the prep-
aration 5 containing Pb and Ca salts did almost not improve the activity
of preparation 4. Altogether, whether tested on plate or in liquid, the
remedies gave similar results; the absence of bactericidal effect of lead in
this remedy might probably not be due to precipitation in LB medium.
Since LB is a very rich medium, not reflecting the one on the skin which
might be poorer, we also tested the activity of the preparations in suc-
cinate medium, a poorer medium. Indeed, Pb ions target many bio-
molecules that are apt to interact with the most common divalent
cations [29]. There is thus a competition between Pb and biological
metals for specific function (ion channels, enzymes, and proteins). The
use of this poor medium (including poor metal concentrations, at least
100 fold lower [30]) will change the ratio between Pb and the other
metals, and thus potentially increase its toxicity. However, when we
performed these tests on P. aeruginosa, we observed similar results than
in LB. Thus, changing the composition of the medium, or the ratio be-
tween toxic metals/biological metals might not change drastically the
bactericidal activity of either Pb or Ca salts.

Altogether, the preparation tested enabled to show that the remedy
promoted an antibacterial activity, mainly carried by Ca salts. This ac-
tivity was however low, but it should be noted that these metal prepa-
rations partly precipitated in the media, so that the real bactericidal
activity of the preparations might be higher than the observed ones.
Further, the ointment was directly applied to the infection site according
to Al-Kindi, which might enable to reach these high concentrations
precisely at this infected site. Interestingly also, while plant-based
remedies often show enhanced activity against gram positive versus
gram negative bacteria, these metal preparations were similarly active
against both type of bacteria.

90



B. Abdallah et al.

Vinegar controls

Preparations

Staphylococcus
aureus
Escherichia
coli
Pseudomonas
aeruginosa
. oo @ (i
® Preparation 3
o — O Preparation 4
? ® Preparation 5
O Control preparation 2

Fig. 5. Metal content of the preparations. The presence of several metals
have been monitored in the preparations 3, 4, 5 and in the control preparation
2. Samples were mineralized in closed vessels with nitric acid for trace analysis
at 100 °C for 1 h. The detection of 30 elements in the clear obtained solution
was realized at the proper dilution by ICP-AES (Varian 720ES). The concen-
tration is given in mg/g of the dried preparations. Elements with a concentra-
tion above 1.5 mg/g were quantified using a multielement standard for
calibration. The concentration of Mn in the control preparation 2 was below 1.5
mg/g, and is thus not shown. P values were determined by Student’s t-test (* P
< 0,05, ** P < 0,005).

3.9. Anti-inflammation properties

During oedema development following bacterial infection, immune
response, especially inflammation, is an important part of the symp-
toma. To evaluate the possible effect of the preparations on inflamma-
tion, we used a very simple cellular model to partially mimick in vitro the
inflammatory response : activated mouse macrophage cell line,
RAW264.7. We tested the preparations 4 or 5, but not the preparation 3,
as acidic pH is detrimental for RAW264.7 cells. We showed the results
for two lots of preparations 5 (Fig. 6).

3.9.1. Toxicity on RAW cells
First, we investigated the toxicity of the preparations, using
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Tobramycin

Fig. 4. Antibacterial effect of the remedy
preparations. 300 pL of a bacterial (S. aureus,
E. coli and P. aeruginosa) overnight culture
diluted to an ODggonm of 0.02 were spread on
LB plates. 10 pL of preparations were then
dropped onto the plates which were left over-
night (18 h) at 37 °C, before pictures were
taken. Each drop related to a specific prepara-
tion, which number refered to those in Fig

The halo around the drops reflected the anti-
bacterial activity of the preparations. Positive
controls referring to tobramycin bactericidal
activity on these bacteria have been added.

Table 4

Zone of inhibition and MIC calculated for the different preparations tested
in 96-well plates. The number of the preparation refers to that of Fig. 3. The
zone of inhibition is given in mm, as the diameter of the halo around the offset of
the remedy (Fig. 4), with a standard deviation <10 %. The value for tobramycin
corresponds to that of 1 pg loaded on the plate. The MIC value represent the
lowest concentration of the preparation (diluted in the growth medium) that
completely inhibited bacterial growth, and is given in pL/mL. The concentra-
tions tested ranged from 125 pL/mL to 0.125 pg/mL. The MIC for the tobramycin
is given as a positive control (in pg/mL).

S. aureus E. coli P. aeruginosa
Inhib. o™i Inhib. M1 Inhib. M1
zone zone zone
Control 1 16 mm 15 pg/ 18 mm 15 pg/ 18 mm 15 pg/
mL mL mL
Preparation 18 mm 7.5pg/ 12mm 15 pg/ 20 mm 15 pg/
3 mL mL mL
Control 2 - 125 - 125 - >125
pg/mL pg/mL pg/mL
Preparation 20 mm 30 pg/ 13 mm 15 pg/ 16 mm 15 pg/
a mL mL mL
Preparation 16 mm 15 pg/ 13 mm 15 pg/ 16 mm 7.5pg/
5 mL mL mL
Tobramycin 12 mm 03ug/ 12mm 0.5ug/ 28 mm 0.5 ug/
mL mL mL

measurement of mitochondrial metabolism that was proportional to cell
viability. These preparations were added at various concentration to
RAW cell culture. As shown on Fig. 6A, preparation 4 (without Pb salts)
had no effect on cell viability until of 50 pL/mL. By contrast, in the
presence of Pb salts, the two distinct preparations 5 induced cell cyto-
toxicity for concentrations above 0.1 pL/mL. In the rest of the experi-
ments, we used a concentration of 0.08 uL/mL at which the preparations
does not affect cell viability.
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Fig. 6. Cytotoxic effect and anti-inflammatory response of the prepara-
tions on RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were incubated with different
concentrations of the preparations 4 and 5 (referring to Fig. 3). Two different
preparations 5 have been used (blue and red), to monitor intra-variation that
could originate from the preparation protocol. Cytotoxicity was assessed using
mitochondrial activity after 48 h of contact (6A). As control, the cytotoxicity
was assessed either without exposition of RAW cells to the preparations (pur-
ple), or with 5% DMSO (a toxic concentration, orange) and represented as a
single point on the graph. (6A). The results are expressed as the poucentage of
breathing mitochondria corresponding to alive cells from 3 independent ex-
periments. To study the inflammatory part (6B and C), RAW cells were exposed
to the preparations for 24 h (value ‘0’ in abscisses), or further challenged with
50 ng/mL of lipopolysaccharide (value ‘LPS’ in abscisses) for 24 h or not (value
‘0" in abscisses) (6B and C). Supernatants were then collected. NO production
was assessed by Griess reaction (n = 3) and TNFa by ELISA (n = 3). They reflect
an activation of the macrophages, and thus a pro-inflammatory effect. Fig. 6B
and C represent respectively NO and TNFa concentrations observed in super-
natant of cells cultured in presence of 0.08 pL/mL of filtered remedies where no
cell toxicity has been observed (6A). P values were determined by two-tailed
Mann-Whitney U test (* P < 0,05, ** P < 0,005).

3.9.2. Production of NO and TNF-a

The pro-inflammatory or anti-inflammatory activities of the prepa-
rations were then estimated by assessing the amount of various
inflammation mediators produced by the activated RAW cells such as
nitric oxide (NO) (Fig. 6A) or pro- inflammatory cytokines such as TNF-«
(Fig. 6B). As a control, the production of NO and TNF-a was measured
when no preparations were added to the RAW cells.

As shown in Fig. 6, after 24 h of contact with any preparation, no
observable pro-inflammatory activity could be detected, as of NO and
TNF-a were produced (label ‘0’ in abscisses of I'ig. 6B and C).

To evaluate the potential anti-inflammatory activity of the prepa-
rations, RAW cells were activated by lipopolysaccharide (label ‘LPS’ in
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abscisses of Fig. 6B and C), a chemical compound that mimicks infection
and induces inflammation, after treatment with the preparations during
24 h. As expected, LPS induced the production of NO (Fig. 6B, control)
and TNF-q (Fig. 6C, control). The preparations 5 containing Pb salts,
induced a decrease of NO and, in a lesser extend, of TNF-q whereas the
preparation 4 without Pb salts had no effect. Altogether, these results
showed that preparations containing Pb salts had anti-inflammatory

properties.
4. Discussion

Due to antibiotic overuse during the last decades, bacteria have
developed resistance in such a way as to represent an important health
risk for the next years. Unfortunately, the antibiotic discovery pipeline
has been reduced in the same period and we currently lack new lead
compounds. There is thus an urgent need for new molecules/strategies
to fight these resistant bacteria. Among the possibilities, plant-derived
compounds and other natural substances like minerals may represent
a rich source of products that could inhibit or mitigate current
antibiotic-resistant pathogens. In the last years, research on nature-
derived drugs has increasingly turned to historical medical texts, both
to study the development of pharmacopoeias and to identify candidate
species for the discovery of new drugs [31,32]. Medieval societies used
these natural substances to treat diseases clearly identifiable by the
trained eye as microbial infections. Specifically, Arab physicians have
produced a developed pharmacopoeia containing thousands of prepa-
rations that could be re-examined in the light of current scientific
research techniques. We focused our study on metal-plant derived
remedies, as they were often prescribed when plant-only remedies were
not efficient enough. Even if promising, such remedies deserved only
few studies, due to a reluctance toward metals as compared to plants,
difficulties to identify the past formulation of metals, and to understand
their mode of action. Thus, to promote again such studies, it is essential
to bring a proof of concept that such remedies are worth studying,
through examination of the potential brought by metals.

We based our study on historical text analyses from three different,
well recognized Arab scientists from the 9-12th century. Even if plants,
as we could expect, were extensively used, ingredients from mineral
origin still represented 10 % of all, with no less than 36 different min-
erals. When it came to remedies against infections that could be applied
externally, as for skin infection, the use of minerals grew to 70 %. We
then focused our study on a simple remedy, prescribed by Al-Kindi to
cure abscesses and containing mainly metals, to bring a proof of concept
that it is possible to analyse their formulation, to assess the mastery of
ingredient transformation by the physicians, their awareness about
toxicity, and finally the potentialities brought by the use of metals.

The remedy studied here contained litharge, quicklime, vinegar,
olive oil and sheep fat. While olive oil and sheep fat had mainly a galenic
role, we studied the function of the other ingredients. Vinegar allowed
the solubilization of litharge and quicklime. For litharge and quicklime,
we turned to the historic indications to study their role. The remedy was
prescribed as such: “It draws out what is in it, cleanses it, cicatrizes the
flesh”. Thus, the remedy could be expected to carry different actions, not
only a bactericidal one, but also an pro or anti-inflammatory one.
Wound healing usually consists of two phases [33,34], one
pro-inflammatory, to combat the infection and destroy the infectious
agents (named acute inflammation), and one anti-inflammatory to
enable a repair of the wound (named inflammation resolution). This
latter stage is necessary for re-epithelialisation, re-vascularisation, and
fibroblast regeneration [35,36]. In an in vitro model of inflammation, we
observed that two inflammation markers (NO and TNF) was not
increased by our remedy. On the contrary, the remedy decreased the
production of these two markers induced by a molecule mimicking
infection (LPS) suggesting an anti-inflammatory effect of the remedy.
Moreover, this effect was not observed in presence of litharge showing
the role of the Pb in this effect. All together, our data showed that the
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remedy mimicks the two phases of inflammation, the Ca salts contained
in the remedy triggering the bactericidal activity, as it is the case for the
first pro-inflammatory step, while the Pb salts promoted the subsequent
anti-inflammatory, cicatrisation phase.

One difficulty when working on preparations with non-pure mate-
rials (as it is the case here with quicklime, celite, or vinegar) is the po-
tential contamination of the final product with undesired ingredients,
like other metals that could be responsible of some of the observed ef-
fects, or induce other side effects. This has been particularly depicted for
some herbal preparations [17], in which Pb contamination was involved
in toxic side effects. In our preparations, we indeed found different
metals that originated probably from the celite (as any other clay, celite
contained trace metals elements). The fact that higher concentrations of
most metals were found in the preparation 3 (preparation without
quicklime), confered another role to quicklime, as buffering the vinegar
avoided a higher solubilisation of these metals. In this study, the
experimental protocols (including the controls) enabled to avoid some
biais in the conclusions. Indeed, the anti-inflammatory properties have
been deduced from comparison of preparations containing or not
litharge, which purity is assessed > 99.99 % by the manufacturer. The
antibacterial effect of preparation 4 (with quicklime) could in that case
be due to metals contained in the commercial quicklime, but only the
calcium has been shown in higher concentration in preparation 4 as
compared to the others. These results nevertheless pointed out the
importance of checking the presence of trace elements, especially for
preparations containing non-pure ingredients.

The direct application of the remedy on the infection site could have
two beneficial effects: it might enable to reach a high concentration of
the ingredients at this specific site, promoting the antibacterial and the
anti-inflammatory effects, while the diffusion of the ingredients in the
body through the skin might remain low, and thus their toxic effect
mainly restricted to the infected area. Altogether, with a very simple
recipe, these past physicians designed a complete and synergestic rem-
edy to combat abscesses, while restricting the toxic effect of litharge to
the site of infection.

It is further a first example showing that different metal manufacture
were evolved to improve the therapeutic potentials of metals. A previous
study showed that litharge could be purposely transformed in laurionite
and phosgenite, with pro-inflammatory properties which were added to
make-up to prevent infection [28]. Our results showed that through a
different process of transformation, the physicians coud obtained solu-
ble Pb with anti-inflammatory properties, that promoted cicatrisation.
These formulations were not purposely prepared to trigger
pro/anti-inflammation, as these physicians did not have the molecular
knowledges for that. How did they come to such unattended medical
conclusions is still appealing and intriguing. Yet, they knew that these
formulations were adapted to preventive care, or skin infection cure,
through careful experimental observations, and used these different
preparations purposely.

Pb has proven highly toxic for human [37,29], which contrasts with
its wide use in the past especially as anti-infective (either in make-up to
promote a protective immunity or in remedies themselves), that still
remains questionable. Nevertheless, Pb toxicity was known even in
Antiquity. Its therapeutic use was documented and framed as reported
by Lanoé [38]. As anti-infective, Pb was mainly used externally, which
limits the diffusion of this toxic metal in the body, while concentrates its
action on the infection site. Knowledges about metal toxicity was not
limited to Pb. For example, Hg (mercury) formulations were also used
[39]. Its toxicity was also well-known since ancient time, as reported by
Pline the Elder [13], and past chemists knew that different Hg formu-
lation triggered different toxicity. Hg was thus preferentially used as
cinnabar (sulphur salt, HgS), which toxicity has been recently estimated
to be >3 log lower than current well-known and toxic mercury salts
(Me-Hg, HgCly) [40]. Thus, it is possible that these ancient and carefull
precaution changed the balance advantage/risk on the use of such
metals. Altogether, it appears that the past physicians were aware of
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metal toxicity, and that their use could be carefully framed.
5. Conclusion

Of course we do not wish to promote the re-use of Pb in medicine, but
our data illustrated the capacity of these physicians to master the
transformation and formulation of metals, while handling the toxicity of
these hazardous materials. Being aware of these past knowledges,
mastering, risk prevention in metal use, should help considering again
these ancient remedies for more than shamanism or charlatanism. The
knowledges acquired by these physicians desserve more attention, and it
is likely that research on these types of ancient remedies combining
plant and metal, maybe targeted on less toxic metals, could still reveal
unexpected features, original organo-metallic compounds or therapeutic
synergy. We are also aware that promoting again the use of such for-
mulations will also require consideration of the various trace elements
that these formulations may contain (due to contamination/lack of pu-
rity...), and their beneficial/detrimental effects on the final product.
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Conclusion de Particle

Cette étude nous a montré qu’il est tres difficile de reproduire exactement a I’identique un remede
du passé, mais qu’il est possible de s’en approcher. Par exemple, ’argile a été remplacée par de
la célite, couramment utilisée pour filtrer des espéces chimiques. La litharge par le passé extrait
de mines a été remplacée par un oxyde de plomb pur et la chaux également par un équivalent
pur. Méme si la préparation n’est pas 1’exacte copie de la préparation millénaire, nous en avons

tiré des enseignements et connaissances

Le remede posséde a la fois des propriétés bactéricides, pour lutter contre 1’infection et des
propriétés anti-inflammatoires qui favorisent la cicatrisation. L’avantage de ces synergies est
qu’elles pourraient retarder 1’apparition de résistances. En effet, pour devenir résistante, la
bactérie devrait développer une panoplie de résistance contre tous les principes/molécules actifs

des remédes.

Ce travail a aussi mis en avant le fait que les alchimistes du passé maitrisaient 1 utilisation et
savaient appréhender la toxicité des métaux. Ils étaient surtout utilisés de maniere topique, afin
de minimiser leurs effets toxiques. Cette conclusion est importante pour nous permettre de

poursuivre nos investigations sur des combinaisons plantes — métaux.

Pour revaloriser 1’étude de ces préparations anciennes, il est nécessaire aussi de montrer qu’elles
n’ont pas été congues par hasard, ou pour des besoins non médicaux (mystiques...), mais qu’une
démarche scientifique a bien été suivie dans leur élaboration. Le fait que chaque ingrédient ait
une fonction pour la préparation éloigne la possibilité qu’elle ait été obtenue sans reposer sur le
moindre fondement scientifique. Si tel avait été le cas, on se serait probablement attendu a trouver
quelques ingrédients ajoutés pour d’autres raisons (une couleur ou un attribut symbolique ...).
Cela renforce I’hypothése que cette préparation a bien été obtenue selon une démarche

scientifique.
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2.2. Reméde 2

Cette 2°™ préparation est plus complexe puisqu’elle combine plantes et métaux. Elle a également

été décrite par Al-Kindi au [Xéme siécle (tableau 9).

Tableau 9 : Composition de la préparation du reméde 2 sélectionné.

Préparation 2 Quantité
Gomme ammoniaque 2 0qiyya
Astragale 2 Gqiyya
Aloes 2 tqiyya
Vert de gris (acétate de cuivre ou carbonate | 1 mithqal
de cuivre)
Myrrhe 2 Gqiyya

Avec 1 mithqal = 4,46g et 1 iiqiyya = 33,85g

Il s’agit d’'un médicament contre les abces et les mauvais furoncles, dont le mode de préparation
est décrit comme suit : « Chaque ingrédient est broyé et tamisé. On humidifie I’abces avec. On
humidifie un tissu fin en lin avec de I’eau et on saupoudre le médicament dessus et on applique
sur la blessure. Cet emplatre ne s’enlévera pas (tout seul) tant que (I’abces ou le furoncle) ce n’est

pas guéri, avec I’aide de Dieu ».

Pour étudier ce remede contenant des plantes, nous avons décidé non pas d’étudier la préparation
entiere, comme précédemment, mais de réaliser des extractions a partir des plantes par 3 solvants
de polarité différente : 100% EtOAc (Acétate d’éthyl), un mélange EtOH/H20 70/30 v/v (Ethanol
et eau), soit CH2Cl; (Dichlorométhane). Chaque mélange a €té placé sous agitation magnétique
a I’obscurité, a température ambiante pendant 24h avant d’étre filtré et évaporé. Les plantes ont
été “épuisées’ par trois extractions successives. Les extraits secs ont été obtenus a I’aide d’un
évaporateur rotatif a 35°C. Tous les extraits secs ont €té pesés avant d’étre conservés a 4°C et a
1’abri de la lumiére. Cette partie a été effectuée par Elora Aubert, en collaboration avec le groupe

du Pr Catherine Vonthron (UMR7200).
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Lorsque j’ai initié I’étude de ce remede, seules deux plantes étaient disponibles dont Aloe ferox
et Commiphora abyssinicae. Le tableau 10 comprend les différents extraits préparés avec les
solvants utilisés. L’annexe 1 comprend le protocole utilisé pour préparer ces extraits.

Les rendements d’extraction ont été élevés car il s’agit d’exsudats et non pas d’organes (absence
de tissus cellulaires). Seuls I’extrait du dichlorométhane de 1’4/oe ferox a été obtenu avec un

rendement trop faible pour qu’il puisse étre utilisé dans la suite de 1’étude.

Tableau 10 : Les différents extraits des deux plantes Aloe ferox et Commiphora abyssinicae, utilisées dans le reméde 2. Chaque
lante a été extraite par un solvant ; acétate d’éthyle, eau/éthanol et dichlorométhane.

Aloe ferox Extrait d’acétate d’éthyle Extrait Eau/Ethanol -
ALOF ALOFA ALOFEH
Extrait
Commiphora abyssinicae | Extrait d’acétate d’éthyle Extrait Eau/Ethanol
dichlorométhane
COMA COMAA COMAEH
COMAD
M¢élange (Aloe ferox + ) . Extrait
Extrait d’acétate d’éthyle | Extrait Eau/Ethanol )
Commiphora abyssinicae) dichlorométhane
ALOF + COMA A ALOF + COMA EH
ALOF + COMA ALOF + COMA D

Deux formes du cuivre ont aussi été testées dont : le carbonate du cuivre CuCa et 1’acétate du
cuivre CuAc. J’ai donc travaillé avec les deux plantes 4. ferox et C. abyssinicae, et sur une

synergie possible avec CuCa et le CuAc.

Dans un premier temps, j’ai utilisé un test qualitatif, en observant les halos d’inhibition sur boites
de Petri ensemencées avec des bactéries d’intérét (figure 17) du microbiote cutané, S. epidermidis

et C. striatum et une bactérie pathogeéne S. aureus.

Croissance
bactérienne sur gélose

Boite de pétri
o\

‘ Bactérie résistante l

Dép6t du remede ‘\ // | Bactérie sensbile l

\d/

Figure 17 : Schéma explicatif du test qualitatif, effectué sur boite de Petri.

Pour cela, nous avons testés trois quantités d’extraits d’Aloe ferox (500 pg, 1.5 mg et 5 mg)

obtenus grace aux solvant EtOAc (ALOFA) et le mélange éthanol/eau 70/30 (ALOFEH), ainsi
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que les mémes quantités d’extraits de myrrhe obtenus grace aux solvants EtOAc (COMAA), le
mélange éthanol/eau 70/30 (COMAEH) et le dichlorométhane (COMAD). Enfin, pour tester la
synergie entre ces plantes, des quantités équivalentes de myrrhe et d’A/oe ferox ont été¢ mélangées
puis des extractions ont été réalisées avec les trois solvants décrits ci-dessus (ALOF + COMA A
pour ’extrait EtOAc, ALOF + COMA EH pour ’extrait éthanolique, et ALOF + COMA D pour

I’extrait dichlorométhane).

Les résultats sont présentés sur la figure 18. Le halo autour des dépdts refléte le degré d’inhibition
de la croissance bactérienne par les différents extraits. Dans tous les cas, des halos d’inhibition
sont observés, ce qui suggere que les deux plantes produisent bien des substances
antibactériennes. Ce test reste néanmoins qualitatif, il est tres difficile de commenter 1’effet de la
quantité déposée, car une partie des produits déposés précipitent (précipités observables au centre
du dépdt) et les propriétés de diffusion des produits actifs dans la gélose ne sont pas connues.
Cependant, les halos observés lorsque la bactérie S. epidermidis est utilisée sont les plus
importants. Cette bactérie semble donc plus sensible aux extraits des deux plantes que S. aureus
et C. striatum. Par ailleurs, les halos observés lorsque les extraits d’A/oe ferox sont obtenus avec
I’acétate d’éthyle sont plus importants que ceux obtenus avec de 1’éthanol/eau. Cet extrait semble
donc contenir plus de substances actives contre ces bactéries que les deux autres extraits. Cette
différenciation n’apparait pas aussi évidente pour les extraits de myrrhe. Nous avons ensuite testé
la combinaison entre ces deux plantes, en déposant les méme quantité (500 pg, 1,5 mg et 5 mg)
d’extraits 1’4loe ferox + myrrhe obtenue avec les trois solvants. Les halos observés n’ont pas de
taille supérieure a la taille des halos pour chaque extrait testé séparément. Il n’y a pas d’effet

synergique des deux plantes. Le tableau 11 résume ces résultats.
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S. aureus HG001 ‘ A

ALOF + ALOF + ALOF +
COMA A COMA EH COMAD

— B

S. epidermidis C

Figure 18 : Résultats des tests des extraits de plantes (500ug/1,5mg/5mg) sur gélose contenant le BHI, contre les différentes
bactéries pathogénes. A. Staphylococcus aureus HG001 B. Corynebacterium striatum C. Staphylococcus epidermidis.
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Tableau 11 : Test antibactérien des extraits des plantes sur boite de Petri (n=3) contre les trois bactéries, exprimé en quantité
déposée a partir duquel nous observons des zones d inhibition.

Extraits Rasies S. aureus S. epidermidis C. striatum
ALOFA 500 pg 500 ug 5 mg
ALOFEH 1,S mg 500 ug 1,5 mg
COMAA 500 pg 500 pg 500 pug
COMAEH 500 pg 500 ug 500 g
COMAD 500 pg 500 ug 500 g
ALOF+COMA A 500 pg 500 pg 500 pug
ALOF+COMA EH 1,5 mg 500 ug 1,5 mg
ALOF+COMA D 500 pg 500 ug 500 pug

Pour confirmer ces résultats et interpréter de maniére quantitative, les CMI ont été mesurées.
Pour cela, des cultures bactériennes ont été ensemencées avec les trois bactéries, en présence de
concentrations décroissantes d’extraits de plantes, comme décrits dans la partie Matériels et

Meéthodes. Nous avons suivi la croissance des bactéries au cours du temps grace a un Tecan 2000.

La CMI correspond a la premiére concentration d’extrait pour laquelle la bactérie ne pousse plus.
Un exemple de courbes de suivi de croissance bactérienne en fonction du temps et en présence
d’extrait d’EtOAc d’Aloe ferox est présenté figure 19. Chaque courbe en couleur représente une
concentration de I’extrait testé, qui est donnée en 1égende des courbes. La courbe en pointillé de
couleur rose (0) correspond a la croissance de la bactérie en absence de I’extrait. La courbe en
pointillé de couleur noire (A12) correspond au controle négatif (milieu de culture non
ensemenceé). Lorsque la courbe est plate (pour S. epidermidis, notamment les courbes a 5 mg/ml
ou 2.5 mg/ml), cela traduit ’absence de croissance bactérienne. La DO lue est alors liée a
I’absorbance de 1’extrait et parasite 1’interprétation de I’effet de 1’extrait. Ces concentrations

n’ont pas été testées sur S. aureus et C. striatum.
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Figure 19 : Résultat du test de I'extrait de plante ALOFA sur les différentes bactéries. Les courbes correspondent aux courbes
de croissance des bactéries pathogenes S. epidermidis, S. aureus HGOOI et C. striatum, en fonction du temps et en fonction de
différentes concentrations de l'extrait d' Acétate d'éthyle d'Aloe ferox.
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Figure 20 : Résultat du test de I’extrait de plante ALOFEH sur les différentes bactéries. Les courbes correspondent aux courbes
de croissance des bactéries pathogenes S. epidermidis, S. aureus HGOOI et C. striatum, en fonction du temps et en fonction de
différentes concentrations de 1’eau/éthanol d'Aloe ferox.
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Figure 21 : Résultat du test de [’extrait de plante COMAA sur les différentes bactéries. Les courbes correspondent aux courbes
de croissance des bactéries pathogenes S. epidermidis, S. aureus HGO0I et C. striatum, en fonction du temps et en fonction de
différentes concentrations de 1'éxtrait d'Acetate d'éthyle de Commiphora abyssinicae.
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Figure 22 : Résultat du test de [’extrait de plante COMAEH sur les différentes bactéries. Les courbes correspondent aux
courbes de croissance des bactéries pathogenes S. epidermidis, S. aureus HGOO0I et C. striatum, en fonction du temps et en
fonction de différentes concentrations de 1'éxtrait de 1’eau/éthanol de Commiphora abyssinicae.
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Figure 23 : Résultat du test de ['extrait de plante COMAD sur les différentes bactéries. Les courbes correspondent aux courbes
de croissance des bactéries pathogenes S. epidermidis, S. aureus HGOOI et C. striatum, en fonction du temps et en fonction de
différentes concentrations de 1'éxtrait de dichlorométhane de Commiphora abyssinicae.
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Figure 24 : Résultat du test de ['extrait de plante ALOF + COMA A sur les différentes bactéries. Les courbes correspondent
aux courbes de croissance des bactéries pathogenes S. epidermidis, S. aureus HG00I et C. striatum, en fonction du temps et en
fonction de différentes concentrations de 1'éxtrait d'Acetate d'éthyle du mélange Aloe ferox et Commiphora abyssinicae.
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Figure 25 : Résultat du test de ['extrait de plante ALOF+COMA EH sur les différentes bactéries. Les courbes correspondent
aux courbes de croissance des bactéries pathogenes S. epidermidis, S. aureus HGO0I et C. striatum, en fonction du temps et en
fonction de différentes concentrations de 1'éxtrait de I’eau/éthanol du mélange Aloe ferox et Commiphora abyssinicae.
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Figure 26 : Résultat du test de ['extrait de plante ALOF+COMA D sur les différentes bactéries. Les courbes correspondent aux
courbes de croissance des bactéries pathogenes S. epidermidis, S. aureus HGOO0I et C. striatum, en fonction du temps et en
fonction de différentes concentrations de 1'éxtrait de dichlorométhane du mélange Aloe ferox et Commiphora abyssinicae.
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Le tableau 12 résume les CMI déterminées a partir des courbes obtenues, pour chaque extrait et

chaque bactérie testée.

Tableau 12 : Détermination des concentrations minimales inhibitrices des extraits de plantes contre les différentes souches

bactériennes.

Plante Extraits utilisés S. aureus S. epidermidis C. striatum
Aloe ferox Extrait d’acétate d’éthyle | 1,25mg/mL | 0,15mg/mL 0,6mg/mL
Extrait Eau/Ethanol 1,25mg/mL | 0,15mg/mL 0,6mg/mL
Commiphora | Extrait d’acétate d’éthyle | >5mg/mL 0,6mg/mL 0,3mg/mL
abyssinica
(Myrrhe)
Extrait Eau/Ethanol 1,25mg/mL | 0,15mg/mL 0,6mg/mL
Extrait dichlorométhane | >5mg/mL 1,25mg/mL 1,25mg/mL
Mélange Extrait d’acétate d’éthyle | 1,25mg/mL | 0,6mg/mL 1,25mg/mL
Extrait Eau/Ethanol 0,3mg/mL 0,3mg/mL 0,3mg/mL
Extrait dichlorométhane | 0,15mg/mL | >5mg/mL >5mg/mL

Ces résultats confirment bien une activité antibactérienne de ces deux plantes, mais qui reste
modérée. Les résultats confirment également que S. epidermidis est bien plus sensible aux
extraits des deux plantes que S. aureus et C. striatum, car les valeurs de MIC pour cette bactérie
sont inférieures a celle des deux autres. Il est possible que ces deux plantes aient d’autres

fonctions dans ce remeéde 2 en plus de fournir une activité antibactérienne.

De maniére intéressante, I’extrait d’EtOAc d’4. ferox a montré un double effet sur S. aureus. A
faible concentration, entre un intervalle allant de 0,3mg/mL a 70ug/mL, nous avons remarqué
une action stimulante de la croissance. En effet, les DO observées pour les courbes de croissance,
a ces concentrations d’extraits, sont supérieures a celles obtenues pour la courbe de référence
sans extrait (figure 19). Ceci pourrait indiquer la présence de molécules ayant des propriétés
favorisant la croissance bactérienne et d’autres molécules inhibitrices de la croissance de la
bactérie. Il est par exemple tout a fait possible que la présence de sucres dans ces extraits puisse
expliquer ces observations, c’est-a-dire une stimulation de croissance a faible concentration. A
plus forte concentration, les principes responsables de ’inhibition de croissance atteignent un

seuil de concentration qui leur permet cette inhibition.
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Enfin, j’ai testé ’activité de deux formes de cuivre dont le carbonate du cuivre CuCa et I’acétate
du cuivre CuAc. Le vert de gris pourrait correspondre a ces deux especes, avec une récurrence
néanmoins plus importante de la forme acétate de cuivre dans les textes anciens. Pour cela, j’ai
déposé sur des boites ensemencées par chacune des bactéries d’intérét différentes quantités de
ces sels : Iumole, 0,5umole et 0,2umole.

Sur les trois bactéries étudiées, nous avons remarqué la formation de zones claires autour des
trois dépots du CuCa et CuAc, indiquant sur une inhibition de la croissance bactérienne (figure
27). L’effet dose-dépendant est plus visible ici, la diffusion du cuivre dans le milieu gélosé étant
probablement plus efficace quelle celle des extraits de plantes. Cependant, le CuCa nécessite une
dissolution dans 1’acide chlorhydrique, qui suffit a expliquer la formation d’halo autour du dépot.
Ce sel n’est malheureusement pas soluble dans un autre solvant que 1’acide et ainsi, nous avons
abandonné son utilisation par la suite. Cela correspond aussi a une utilisation plus probable du
CuAc dans ces pharmacopées anciennes. Le CuAc, solubilisé dans I’eau a montré une activité

antibactérienne contre les souches S. epidermidis, S. aureus et C. striatum.

Acétate
de cuivre

Carbonate
de cuivre

[ Tests sur C. striatum. ] I Tests sur S. epidermidis. ]

Figure 27 : Test des deux formes du cuivre contre les trois souches pathogenes C. striatum, S. aureus et S. epidermidis.

Conclusions

Les résultats de ce 2°™ reméde montrent une activité antibactérienne modérée des extraits de
plantes d’A4. ferox et C. abyssinicae sur les trois bactéries S. aureus, S. epidermidis et C. striatum.
L’extrait ALOFA a montré une double action a la fois stimulante et inhibitrice de la croissance

de S. aureus. Ceci peut étre dii a plusieurs mécanismes. A faible concentration, I’extrait peut
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inhiber la croissance de S. aureus en perturbant les mécanismes cellulaires de la bactérie.
Cependant, a forte concentration, 1’extrait peut stimuler la croissance en agissant comme source
de nutriments favorisant ainsi la croissance bactérienne. Il est également possible que I’extrait
ALOFA contient une multitude de composés bioactifs ayant différentes activités. Il serait
important de poursuivre des recherches approfondies pour comprendre ces mécanismes sous-
jacents de ces effets. Une meilleure connaissance des interactions entre les extraits de plantes et
les bactéries permettra de mieux cibler ces effets pour des applications thérapeutiques futures.
L’acétate de cuivre CuAc a montré ainsi une activité antibactérienne par rapport au carbonnate

du cuivre CuCa.

Cette partie a ét€ poursuivie par ma collégue Dr. Elora Aubert (UMR 7200 - LIT), qui a pu tester
les autres plantes évoquées dans le remede 2 (Gomme ammoniaque et 1’ Astragale). Dans ses
conditions des tests, les extraits de la gomme ammoniaque ont montré une activité bactérienne
prometteuse. Par contre, aucune activité bactérienne n’a été montré pour les extraits de

’astragale.
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3. Etude des chélateurs de fer

De nombreuses préparations ne contiennent pas de métaux, ce qui ne veut pas dire que les
mécanismes d’action de ces préparations ne font pas intervenir les métaux. En effet, certains
métaux (fer, cuivre, zinc, cobalt...) sont ambivalents, ils sont indispensables a tout organisme
vivant a faible doses mais toxiques a fortes doses. Or, de nombreuses plantes produisent des
polyphénols, qui sont des produits naturels ayant des bienfaits sur la santé humaine tels que des
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activités antibactériennes *~°. Ces polyphénols peuvent ainsi chélater les métaux indispensables

a la vie et ainsi empécher les bactéries d’y avoir accés 1°.

3.1. Test de ’activité antibactérienne des chélateurs de fer

Nous avons entamé des études sur cette possibilité, dans un premier temps en testant I’impact de
quatre chélateurs de fer (figure 28) sur la croissance de différentes bactéries, comme décrit
précédemment. Apres culture en plaque de 96 puits et en présence de différentes concentrations
de chaque chélateur, les courbes de croissance des bactéries ont été analysées pour déterminer

les CML.

Nous n’avons pas pu déterminer la CMI des 4 chélateurs pour P. aeruginosa, S. aureus et C.
striatum, car les valeurs sont supérieures a 10mM (excepté pour 1’exjade sur S. aureus).
Cependant, des CMI de l'ordre de la dizaine de micro molaire ont été trouvées contre S.
epidermidis. Ainsi, les 4 chélateurs n’ont pas d’effet sur la croissance des bactéries P. aeruginosa,
S. aureus et C. striatum alors que 3 d’entre eux (excepté le déferiprone) inhibe la croissance de
S. epidermidis. Ce résultat est d’autant plus intéressant qu’il a été obtenu dans un milieu pourtant
riche en fer, ce qui, en général, ne favorise pas la détection d’une activité¢ inhibitrice des

chélateurs de fer.
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Figure 28 : Structures chimiques des quatre chélateurs de fer étudiés ; déferoxamine, deferiprone, exjade et nocardamine. Ces
structures ont été générées par Dr. Mislin de 'UMR7242.

Le tableau 13 suivant présente les CMI déterminées en présence des 4 chélateurs de fer.

Tableau 13 : Détermination des concentrations minimales inhibitrices des chélateurs de fer contre les souches pathogénes
étudiées
Chélateurs de fer

Bactéries Déféroxamine Défériprone Exjade Nocardamine
S. aureus HG001 - - 0,SmM -
S. epidermidis (isolat

o 0,01mM 1mM 0,03mM 0,01mM
clinique)
S. epidermidis

0,01mM 1mM 0,03mM 0,01mM

ATCC35983
PAOI - - - -
C. striatum - - - -

(-) signifie absence d’inhibition.

Une étude précédente vient en appui de ce résultat. Kim et Shin (2009) ont montré que S.
epidermidis ne pouvait pas se développer en présence de la forme Fe**. Les auteurs ajoutent que

la croissance de S. aureus est inhibée en présence de 1.5mM de la défériprone !°.

Ces résultats sont intéressants, car ils permettent une action différenciée entre bactéries. Et donc,
par exemple, il est possible de cibler spécifiquement une seule espece de bactéries sans affecter
les autres espéces, non pathogeénes, présentes dans le microbiote. Ce qui pourrait étre intéressant
par exemple pour cibler les S. epidermidis lorsqu’elles sont responsables d’infections

nosocomiales.
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Ces résultats suggerent également que les plantes qui produisent des chélateurs de fer peuvent
avoir une action sur la croissance de certaines bactéries a travers la privation de métal. Certains
flavonoides, par exemple, ont des effets antibactériens, en tuant directement les bactéries, en
potentialisant I’action des antibiotiques de maniére synérgique ou en atténuant la pathogénécité
bactérienne '°!. 1l faudra en tenir compte dans nos prochaines études, notamment lorsque nous

identifierons des molécules présentant un pouvoir chélateur potentiel 6.

3.2. Test de la synergie entre les chélateurs de fer et les antibiotiques sur S.
epidermidis
Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a l’effet synergique potentiel entre les
antibiotiques et les chélateurs de fer sur S. epidermidis. En combinant ces chélateurs avec des
antibiotiques dont I’érythromycine, la céfalexine, I’ofloxacine et la tobramycine, nous cherchons
a explorer la possibilité d’une action synergique ou I’efficacité des deux types de molécules serait

renforcée lorsque utilisées en association.

J’ai tout d’abord déterminé les différentes CMI des antibiotiques utilisés couramment en clinique

(tableau 14).

Tableau 14 : Détermination de la concentration minimale inhibitrice des antibiotiques contre S. epidermidis.

Antibiotique Erythromycine Céfalexine Ofloxacine Tobramycine

Bactérie
S. epidermidis 3png/mL 1,5pg/mL 6pg/mL 12,5pg/mL

Ensuite, nous avons étudié D’effet synergique, en ajoutant la MIC/2 de deux chélateurs la
déféroxamine et la nocardamine dans le milieu MH II, en présence dune gamme de
concentrations d’antibiotiques (allant de 100pug/mL a 195ng/mL) dans un premier temps. Dans
un second temps, nous avons ajouté la MIC/2 des antibiotiqges dans le milieu MH II en présence
d’une gamme de concentrations des chélateurs (allant de 1mM a 1,9uM). Nous évaluerons ainsi
si les combinaisons induisent une synergie, en observant des effets inhibiteurs plus marqués que

ceux observés avec les antibiotiques ou les chélateurs seuls.

e Le milieu de culture MH II est supplémenté d’un des antibiotiques a CMI/2, puis

une gamme de concentrations allant de ImM a 1,9uM des chélateurs a été testé.

Dans ce premier test, nous n’avons pas révélé un effet synergique significatif suite a 1’absence
d’une inhibition plus prononcée de la croissance de S. epidermidis par rapport au test de

chélateurs seuls (tableau 15).
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Tableau 15 : Détermination de la concentration minimale inhibitrice des différents chélateurs de fer, en présence

d'antibiotiques dans le milieu.

Chélateurs de fer

MH II

CMI CMI CMI CMI
Test Déféroxamine Défériprone Exjade Nocardamine
Chélateurs de fer seuls 0,01mM 1ImM 0,03mM 0,01mM
Chélateurs de fer + CMI/2
d’antibiotiques dans le milicu 0,01mM 1mM 0,03mM 0,01mM

e Le milieu de culture MH II est supplémenté d’un des deux chélateurs a CMI/2, puis

une gamme de concentrations allant de 100pug/mL a 195ng/mL des antibiotiques a

été testé.

Cette étude a mis en évidence une efficacité nettement supérieure des antibiotiques par rapport
aux chélateurs de fer (tableau 16). Cette inhibition significative souligne I’important continue
des antibiotiques dans le traitement des infections bactériennes. Malgré I’intérét pour I’utilisation

des chélateurs de fer pour priver les bactéries de nutriments essentiels, il est évident que les

antibiotiques conservent leur réle central en tant qu’agents antimicrobiens puissants.
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Tableau 16 : Détermination de la concentration minimale inhibitrice des antibiotiques, en présence de déféroxamine ou
nocardamine dans le milieu.

Ao gcE CMI CMI CMI CMI

Test Erythromycine Céfalexine Ofloxacine Tobramycine
Antibiotiques seuls 3ng/mL 1,Spg/mL 6pg/mL 12,5ng/mL
Antibiotique + CMI/2 de
déféroxamine ou

) 195ng/mL 195ng/mL 195ng/mL 195ng/mL
nocardamine

dans le milieu MH 1T
Conclusions

Ces résultats suggerent que les mécanismes de captation du fer varient d’une bactérie a I’autre et
que certaines souches bactériennes peuvent étre sensibles a 1’effet inhibiteur de certains
chélateurs (S. epidermidis). Cette étude met en évidence la spécificité de 1’effet des chélateurs de
fer sur différentes souches bactériennes et souligne leur potentiel en tant qu’outils pour controler
certaines infections bactériennes (éradiquer les bactéries pathogénes sans impacter les
commensales). Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives pour la recherche future dans le
domaine de la lutte contre les infections bactériennes en ciblant spécifiquement les mécanismes

liés au fer

Ainsi, la compréhension de 1’interaction entre les chélateurs de fer et les antibiotiques pourrait
ouvrir la voie a de nouvelles approches pour lutter contre les infections nosocomiales et
potentiellement augmenter I’efficacité des traitements antimicrobiens existants. Il est donc
crucial de poursuivre la recherche dans ce domaine, en utilisant d’autres combinaisons de
molécules, ou d’autres concentrations pour révéler et confirmer des effets synergiques, qui

pourraient étre exploités afin de développer de nouvelles thérapies antimicrobiennes.

Les contraintes temporelles, entre mon séjour en France et au Maroc, m’ont empéchées de mener

a bien les investigations supplémentaires nécessaires pour approfondir cette étude.
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CHAPITRE 2

Ciblage des bactéries pathogénes par des
aptameéres
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Chapitre 2 : Ciblage des bactéries pathogénes par des aptaméres

A long terme, 1’objectif du projet est de vectoriser les molécules ou combinaisons de molécules,
aux foyers infectieux, grace a des aptaméres. Mais avant méme d’initier la vectorisation de ces
molécules, nous avons souhaité identifier des aptameres spécifiques de certaines bactéries. Ainsi,
I’objectif de cette partie est d’identifier des aptameres spécifiques de P. aeruginosa, S. aureus et
E. coli, d’étudier leur spécificité sur des bactéries planctoniques (partie 2-Test de liaison des
aptameres aux bactéries) et sur des biofilms bactériens (partie 3-Test de liaison des aptameres

aux biofilms).

Pour rappel, plusieurs études, décrites dans I’introduction, ont montré que les aptameres sont des
outils prometteurs pour le diagnostic des infections bactériennes (par exemple par liaison a des
antigénes bactériens), ou, pour la thérapie (soit par liaison a des protéines essentielles a la

croissance et a la survie des bactéries, soit pour la vectorisation).

1. Identification d’aptaméres ciblant PAO1, S. aureus, E. coli et M.
tuberculosis

J’ai réalisé une recherche bibliographique pour identifier des aptaméres ADN simple brin
(ADNsb), décrits comme étant spécifiques a des bactéries pathogenes. Nous avons choisi
d’utiliser des aptameres a ADN parce qu’ils sont plus stables que les aptameres a ARN et leur
cout de synthése est moindre. En se basant sur différents travaux de la littérature, j’ai répertorié
les aptameres ADNsb ciblant P aeruginosa, S. aureus, E. coli et M. tuberculosis. Ces bactéries
sont souvent la cause de différentes maladies chez ’homme ou d’autres animaux. Le tableau 17
ci-dessous présente les différents aptameres sélectionnés sur la base de 1’étude bibliographique

réalisée.
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Tableau 17

: Données bibliographiques concernant les aptaméres ciblant différentes bactéries pathogénes.

- Bactéries Constante Bactéries utilisées T‘e‘c l{nlque
Bactéries N o " i utilisée pour s
s Aptamére utilisées pour la d’affinité pour la contre- . Référence
ciblées e 2 o s évaluer la
sélection Kd (nM) sélection G v
spécificité
P. aeruginosa 8 maltopliBa 0 Microscopie a
F23 ATCC27853 17.27+5.00 | 13637, A. baumanni i 162
‘ ; ATCC 17978 uorescence
P. aeruginosa
P. aeruginosa 692 Aucune contre Cytométrie en i6b
IN27 ATCC 14502 | 269%46 sélection flux
El 12,4
K. pneumonia KCTC
150 252 2208, C. freundi
E. coli KCTC ? KCTC 2006, E. Cytométrie en -
2571 aerogenes KCTC flux
E10 14,2 2190, S. epidermidis
KCTC 1917
E12 16,8
. 56.33+
E. col
coli P1217 1587
K. pneumonia ATCC
27853, E. aerogenes
87.03 = i
P1231
E. coli ATCC 17.32 AT.CC.]? s < Microscopie a 133
mirabilis ATCC
25922 fluorescence
00557, S. aureurs
P1252 11.97+294 ATCC 29213, E.
Jaecalis ATCC 29212.
161.0+
P1255 34.74
Al4 3.49+143
S. aureus KCCM 3, enterdidis RCCU Cytométrie en
’ 12103 1201. E. coli KCCM flux 161
Al5 oo 11234
déterminé
70.86 =
SA20 39.22
61.50 =
S. aureus SA23 22.43
SA3] S. aureus ATCC 82.86 S. epidermidis Cytométrie en 162
8325 33.20 (26069) flux
72.42 +
SA34 35.23
210.70 =
et 13591
3 09+1. A s E. coli 163
M Mtb36 W tboroulionis 5.09 £1.43 M. bovis, E. coli
tuberculosis H37Rv G
NK2 54x10° - 103
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M. tuberculosis étant classé dans la catégorie de risque 3 des bactéries, doit étre manipulé dans
un laboratoire de confinement de niveau 3 selon les lignes directives de I’OMS 3. C’est pour
cela que nous n’avons pas pu collectionner des souches de M. fuberculosis et de synthétiser les
aptameres sélectionnés contre cette bactérie. Cette bactérie pathogeéne est I'une des 10 principales
causes de déces a I’échelle mondiale '%*. Le Maroc est I’un des pays qui n’a pas échappé a ce
fléau jusqu’a aujourd’hui. En 2019, ’OMS a enregistré 35000 nouveaux cas et 2900 décés 1.
Le développement d’outils innovants, comme I’introduction des aptameres, pour la détection
précoce de la tuberculose pourrait participer a 1’éradication de ce fléau.

Nous avons donc choisi de faire synthétiser uniquement un ou deux aptameres ciblant les
bactéries PAO1, S. aureus et E. coli, en se basant sur les constantes d’affinité Kd (quand nous
avions le choix, nous avons sélectionné les aptameres ayant la meilleure affinité) et sur la taille
de la séquence qui devait étre la plus petite possible pour une synthese facile et rapide.

Le tableau 17 ci-dessus présente les cinq différents aptameres avec lesquels nous avons travaillé
et résumant quelques données de la littérature. Ces aptameéres ont été synthétisés par la société
Eurogentec Inc. avec un fluorophore en 5' pour une utilisation en microscopie confocale. La
séquence de ces cinq aptameres, leur taille et les étiquettes des fluorophores sont également

décrites dans le tableau 18.

Tableau 18 : Description des aptameres sélectionnés pour l'étude des bactéries PAOI, E. coli et S. aureus

Aptam¢ére | Fluorophore Séquence Taille
utilisé (nt)

F23 Cyanine 5 | 5'«(Cy5) CCC CCG TTG CTT TCG CTT TTC CTT TCG CTT TTG | 60
(Cy5) TTC GTT TCG TCC CTG CTT CCT TTC TTG-3'

E2 Alexa 568 | 5’-(Alexa568) CCA TGA GTG TTG TGA AAT GTT GGG ACA | 45

(AI568) CTA GGT GGC ATA GAG CCG-3'
P1231 | Alexa 568 | 5°-(Alexa568) TCA TCG GGA TAC CTG GTA AGG ATA-3’ 24
(AI568)
Al4 | FITC 5’-(FITC) CAC ACC GCA GCA GTG GGA ACG TTT CAG CCA | 48

TGC AAG CAT CAC GCC CGT-3’

SA23 FITC 5’-(FITC) GCA ATG GTA CGG TAC TTC CCA AAA GTG CAC | 43
GCT ACT TTG CTA A-3
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2. Test de liaison des aptameéres aux bactéries planctoniques

205 Liaison d’un aptamére par bactérie

Afin de vérifier la spécificité de liaison de chacun des 5 aptameres, nous avons réalisé des études
comparatives par imagerie confocale sur les trois souches bactériennes P. aeruginosa, E. coli et
S. aureus. Dans un premier temps, indépendamment les uns des autres, les cinq aptameéres
couplés a différents fluorophores ont été utilisés a différentes concentrations et ont été incubés
avec les trois souches fixées au PFA, puis montés sur des lames et observés par microscopie

confocale. Il s’agit donc d’essais fonctionnels sur des bactéries mortes.

La figure 29 ci-dessous représente un schéma explicatif du test de liaison d’un aptamere a une
bactérie. Il se résume en trois étapes ; la premiere consiste a préparer les bactéries et les fixer au
PFA 4%. La deuxiéme consiste a monter sur lames les bactéries & DOgoonm = 1. La lame est
ensuite saturée en protéines et acides nucléiques par ajout de 10uL. de Tampon d’Hybridation +
BSA (10mg/mL) + ARNt (1pg/mL). Ensuite I’aptameére a étudier est ajouté. L’ADN bactérien
est marqué au DAPI pendant 45min a 1’abri de la lumiére. Les lamelles sont fixées sur les lames
avec le milieu de montage. Finalement, I’analyse et la visualisation des lames sont réalisées en

microscopie confocale.
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Figure 29 : Schéma explicatif des tests de liaison des aptaméres aux bactéries. A gauche, le protocole du test de liaison qui
s’effectue en 3 étapes. A droite, les aptaméres choisis pour les tests de liaison. Pour S. aureus, deux aptameéres ont été
sélectionnés, nommeées SA23 et Al4, couplés au fluorophore FITC. Un aptamére F23 couplé a la Cy5 pour PAOIL. Deux
aptameres E2 et P1231 couplés a 1’ Alexa568 pour E. coli.

e Aptamére F23

L’aptamére F23 avait été décrit par Wang et al (2011) comme étant un ligand de PAO1 '©2. Les
auteurs ’avaient testé a une concentration de 0,4uM. Nous avons donc testé la liaison de
I’aptamere F23 marqué a la cyanine 5 (Cy5-F23) a la concentration de 0,4uM sur les trois souches
bactériennes PAOL, E. coli MG1655 et S. aureus HGO00I. Des images de microscopie confocale
représentatives des tests de liaison sont illustrées sur la figure 30. Les résultats montrent que
I’aptamere Cy5-F23 a 0,4uM se lie parfaitement a PAO1. En effet, la fluorescence de I’aptamere
F23 couplé a la Cyanine 5 est visible en blanc et ’image se superpose parfaitement a la
fluorescence émise par le DAPI marquant I’ADN de PAO1. En revanche, aucun marquage n’est
détecté sur E. coli MG1655 et S. aureus HGO0OI. Ces expériences confirment la spécificité de

I’aptamere F23 pour PAO1, comparé a E. coli et S. aureus.
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Aptameére Cy5-F23
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Figure 30 : Test de liaison de I’aptamére F23 sur les souches PAOI, E. coli MG1655 et S. aureus HG001. 1.’aptamere F23
(0,4uM) couplé a la cyanine 5 Cy5 (Cy5-F23) a été incubé séparément avec les 3 bactéries E. coli, S. aureus et PAO1. Les
images, représentatives du résultat des tests de liaison de 1’aptameére F23 sur différentes souches bactériennes, sont obtenues par
visualisation en microscopie confocale. Pour visualiser les bactéries, I’ADN bactérien est marqué au DAPI (représenté en bleu).
Les bactéries marquées par 1’aptamere Cy5-F23 sont imagées en gris.
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e Aptaméres E2 et P1231

Les aptaméres E2 et P1231 ont été décrits dans la littérature comme spécifiques a E. coli 136137,
Ils avaient été testés dans ces publications a des concentrations de 0,25 a 0,4uM respectivement.
Dans notre étude, a une concentration de 0,36uM, aucune liaison a E. coli MG1655, ni PAO1 ni
S. aureus HGOOI n’a été détectée. Ainsi, nous avons augmenté la concentration des deux

aptameres.

A une concentration de 1,8uM, et dans nos conditions expérimentales, nous n’avons pas mis en
évidence de liaison de I’aptamere P1231 couplé a I’ Alexa 568 (A1568-P1231) a aucune des trois

souches testées (figure 31).

Par contre, I’aptameére E2 a 1,8uM permet de détecter E. coli MG1655. Sur la figure 32, ce
résultat est montré par le marquage des bactéries d’E. coli MG1655 en rouge et par la

superposition parfaite des marquages au DAPI et a I’Alexa 568.

Nous avons donc choisi ’aptamére E2 en tant qu’aptameére spécifique d’E. coli pour la suite des

expériences, et notamment pour les expériences de multiplexing (mélange).
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Aptameére Al568-P1231
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Figure 31 : Test de liaison de I’aptamére P1231 sur les souches PAOI, E. coli MG1655 et S. aureus HGOOI. 1.’aptameére
P1231 (1,8uM) couplé a I’ AlexaS68(A1568-P1231) a été incubé séparément avec les 3 bactéries E. coli, S. aureus et PAOL. Les
images, représentatives du résultat des tests de liaison de 1’aptameére P1231 sur différentes souches bactériennes, sont obtenues
par visualisation en microscopie confocale. Pour visualiser les bactéries, I’ ADN bactérien est marqué au DAPI (représenté en
bleu). Les bactéries ne sont pas marquées a 1’aptameére suite a 1’absence de la fluorescence rouge émise par 1’ AlexaS68.
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Aptamere Al568-E2

DAPI Alexa568 Merge

PAO1

E. coli MG1655

S. aureus HG001

Figure 32 : Test de liaison de I'aptamére E2 sur les souches PAOI, E. coli MG1655 et S. aureus HG001. 1.”aptamére E2
(1,8uM) couplé a I’ AlexaS68(Al1568-E2) a été incubé séparément avec les 3 bactéries E. coli, S. aureus et PAO1. Les images,
représentatives du résultat des tests de liaison de 1’aptamere E2 sur différentes souches bactériennes, sont obtenues par
visualisation en microscopie confocale. Pour visualiser les bactéries, I’ADN bactérien est marqué au DAPI (représenté en bleu).
L’aptamere E2 marque E. coli suite a la présence de la fluorescence émise en rouge par le I’ AlexaS68.

e Aptameéres SA23 et A14

Les aptaméres SA23 et A14 ont été décrits comme spécifiques a S. aureus. Les essais décrits
dans la littérature ont été réalisés a des concentrations de 240 et 10nM respectivement 166167,
Dans nos expériences, les deux aptameres sont conjugués au FITC. IIs ont été testés a différentes
concentrations de 0,36 a 1,8uM sur les trois souches de PAO1, E. coli MG1655 et S. aureus
HO0O01.

Dans nos conditions expérimentales, aucun marquage n’a été¢ détecté sur les trois bactéries
étudiées. Les figures 33 et 34 montrent les résultats des aptameres A14 et SA23, respectivement,

a la concentration de 1,8uM.
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Pourquoi ces deux aptameéres, décrits dans la littérature comme spécifiques de S. aureus, ne se
lient pas a cette bactérie dans nos expériences et pourtant a des concentrations plus élevées ?
Nous pouvons avancer trois hypotheses : soit ces deux aptameres A14 et le SA23 décrits par
Moon et al (2015) et Cao et al (2009) dans la littérature bactéries ‘vivantes’ et n’ont pas été fixées

166,167 Deuxiémement, il se peut que ces aptaméres soient

au PFA comme dans nos expériences
spécifiques aux souches que les auteurs ont utilisées S. aureus KCCM 12103 et S. aureus ATCC
8325, respectivement. La troisiéme hypothése pourrait étre technique, puisque les auteurs ont
validé les liaisons aptaméres-cellules bactériennes par cytométrie en flux, alors que nous n’avons

utilisé la microscopie confocale.
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Aptameére FITC-A14

DAPI FITC Merge
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Figure 33 : Test de liaison de I’aptamére A14 sur les souches PAOI, E. coli MG1655 et S. aureus HGOOI. 1.’aptameére A14
(1,8uM) couplé a la FITC (FITC-A14) a été incubé séparément avec les 3 bactéries E. coli, S. aureus et PAO1. Les images,
représentatives du résultat des tests de liaison de ’aptamere A14 sur différentes souches bactériennes, sont obtenues par
visualisation en microscopie confocale. Pour visualiser les bactéries, I’ADN bactérien est marqué au DAPI (représenté en bleu).
Les bactéries ne sont pas marquées a I’aptameére suite a 1’absence de la fluorescence verte émise par la FITC.
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Aptamere FITC-SA23

DAPI FITC Merge
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Figure 34 : Test de liaison de I'aptameére SA23 sur les souches PAOI, E. coli MG1655 et S. aureus HG0OOI. 1.aptamére SA23
(1,8uM) couplé a la FITC (FITC-SA23) a été incubé séparément avec les 3 bactéries E. coli, S. aureus et PAO1. Les images,
représentatives du résultat des tests de liaison de ’aptamere SA23 sur différentes souches bactériennes, sont obtenues par
visualisation en microscopie confocale. Pour visualiser les bactéries, I’ADN bactérien est marqué au DAPI (représenté en bleu).
Les bactéries ne sont pas marquées a I’aptamere suite a 1’absence de la fluorescence verte émise par la FITC.
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2.2, Liaison d’un ou de deux aptameres sur un mélange de deux bactéries

Notre objectif a long terme est d’utiliser les aptaméres pour vectoriser les fractions actives des
remedes 1 et/ou 2 spécifiquement aux bactéries ciblées. Il sera donc particulierement important
que les aptaméres utilisés pour cette vectorisation ciblée, ne délivrent pas des molécules
cytotoxiques a d’autres bactéries du foyer infectieux que les bactéries a éliminer. Nous avons
donc réalisé des tests de liaison d’un aptamere (F23 ou E2) ou d’un mélange d’aptaméres (F23 +
E2) sur les bactéries PAO1, E. coli et S. aureus. Le méme protocole que celui décrit ci-dessus a
été suivi (partie matériels et méthodes, 4. Test de 1’apta-fluorescence), sauf que les deux souches

différentes de bactéries ont été mélangées dans un rapport 1/1.

La figure 35 ci-dessous explique schématiquement les étapes du test. Dans un premier temps, les
bactéries ont été préparées et fixées au PFA 4%, puis elles ont été¢ mélangées dans un tube avant
d’étre déposées sur lame. L aptameére est ensuite ajouté. Dans un deuxiéme temps, les bactéries
préparées et fixées au PFA 4% ont été ajoutées une par une sur lame, puis I’aptamere est ajouté.
Quand il s’agit d’un mix d’aptameéres, nous les avons préparés séparément puis mélangés dans

un tube avant de les déposer sur lame.

Les aptameres Cy5-F23 et/ou A1568-E2 ont été ajoutés a des concentrations de 0,4uM et 1,8uM,
respectivement. Enfin, la détection a été réalisée par microscopie confocale. Les figures montrées
dans cette partie présentent des résultats préliminaires puisque les expériences n’ont été réalisées

qu’une seule fois au cours de ma thése.
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Figure 35 : Schéma explicatif correspondant au protocole utilisé pour tester les aptaméres ciblant un mélange bactérien.

En haut : Les bactéries ont été préparées et ont été fixées au PFA 4% puis mixées dans un ratiol/1 dans un tube Eppendorf avant
d’étre déposées sur lame. Ensuite I’aptamere ou un mélange d’aptamere est ajouté.

En bas : Les bactéries fixées au PFA 4% ont été ajoutées séparément sur lame, puis I’aptamére ou un mélange d’aptameéres est
ajouté.
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e Aptameére F23 sur les mélanges PAO1+E. coli MG1655 et de PAO1+S. aureus HG001

En ce qui concerne 1’aptamere F23, les premiers résultats montrent que :

- Sur un mélange de PAO1-GFP et E. coli MG1655 (figure 36, images du haut), ’ADN
bactérien de PAO1-GFP et d’E. coli sont marqués en bleu (DAPI). La fluorescence émise
par la Cy5, couplée a I’aptamere F23, visualisée en rouge, se superpose parfaitement aux
signaux de fluorescence émis par la GFP visualisée en vert. Nous remarquons une
colocalisation en jaune de la GFP (PAO1) avec la Cyanine5 de 1’aptamére F23 (figure
36, image GFP+CyS5). En revanche, nous avons noté un faible marquage de I’aptamere
F23 sur les E. coli suite a la présence d’une colocalisation en violet (figure 36, image
DAPI+CyS5) sur des bacilles correspondants a E. coli.

- Sur un mélange de PAOL1 et S. aureus HG0OI (figure 36 images du bas), I’aptameére se
lie uniquement sur les bacilles de PAO1. Sur cette lame, PAO1 est marquée uniquement
au DAPI. Sur I'image du Merge (superposition de tous les canaux), nous constatons la
présence de bacilles en violet, indiquant ainsi sur la colocalisation de la Cy5 de I’aptamére
F23 et DAPI (ADN bactérien PAO1). Les coccis en bleu correspondent aux S. aureus qui

sont marquées uniquement en DAPI (figure 36).

Au niveau de I’image du Merge de tous les canaux de la figure 36-images du haut, nous observons
la présence de 2 couleurs : un violet ou pourpre qui correspond soit a £. coli (superposition du
DAPI avec Cy5) ou PAOI1-GFP (superposition du DAPI et Cy5). Une couleur blanche qui
correspond a la superposition du DAPI avec GFP et Cy5 (PAO1-GFP). Au niveau de I’image du
Merge du bas (figure 36), nous observons la présence de 2 couleurs : des bacilles en violet
correspondant & PAO1 (DAPI-Cy5) et des coccis en bleu correspondants a S. aureus (DAPI

seulement).
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Figure 36 : Test de la liaison de ['aptameére F23 sur différents mélanges bactériens.

L’aptamere F23 (0,4uM) couplé a la cyanine 5 Cy5 (représenté en rouge) e été incubé avec un mélange de PAO1-GFP + E. coli
(Image du haut) et PAO1 + S. aureus (Image du bas). L.’ ADN bactérien des trois bactéries est marqué au DAPI et est
visualisé en bleu. PAO1-GFP est représenté en vert (images du haut uniquement). Les images sont obtenues par visualisation
en microscopie confocale. Les images GFP+Cy5 et DAPI+Cy5 montrent la colocalisation du marquage de ’aptamere F23 avec
les bactéries de PAO1-GFP (colocalisation Cy5-GFP en jaune) et avec les E. coli (colocalisation DAPI-CyS en violet),
respectivement. Sur le mélange PAO1 + S. aureus, I’aptamére F23 ne marque pas les coccis de S. aureus. Scale bar = 18pum.
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o Aptamére E2 sur les mélanges PAO1-GFP+E. coli MG1655 et de E. coli MG1655+S.
aureus H001

En ce qui concerne I’aptamere E2, les premiers résultats montrent que :

- Sur un mélange de PAO1-GFP avec F. coli MG1655 (figure 37, images du haut), ’ADN
bactérien de PAO1-GFP et d’E. coli sont marqués en bleu (DAPI). La fluorescence émise
par 1’Alexa568, couplée a I’aptamere E2, est visualisée en rouge. Nous remarquons au
niveau de la figure 37, sur I’'image du Merge et le Zoom, une colocalisation en violet
(DAPI+Cy5), indiquant sur la superposition du DAPI (bacilles d’E. coli) avec I’ AlexaS68
(aptamere E2). Cependant, ’aptameére E2 marque également les PAOI1, suite a la
superposition de la GFP (PAOI1) avec 1’Alexa568 (aptamére E2), induisant une
colocalisation en jaune (figure 37, image du GFP + Alexa568).

- Sur un mélange d’E. coli MG1655 avec S. aureus HG001, I’aptamere E2 ne se lie pas a
E. coli, ni aux coccis de S. aureus, suite a ’absence de la fluorescence rouge émise par

1’ Alexa568 (figure 37, images du bas).

Au niveau de I’image du Merge de tous les canaux de la figure 37 (images du haut), nous
observons la présence de 2 couleurs : un violet ou pourpre qui correspond soit a E. coli
(superposition du DAPI avec Al568) ou PAOI-GFP (superposition du DAPI et Al568). La
couleur blanche correspond a la superposition des canaux DAPI, GFP et A1568 (PAO1-GFP).
Au niveau de I’'image du Merge du bas (figure 37), nous observons la présence d’une seule
couleur bleu correspondante au DAPI, sous deux formes : des bacilles d’E. coli et des coccis de

S. aureus.
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Figure 37 : Test de la liaison de I'aptamére E2 sur différents mélanges bactériens.

L’aptamere E2 (1,8uM) couplé a I’ Alexa fluor568 (représenté en rouge) e été incubé avec un mélange de PAO1-GFP + E. coli
(Image du haut) et E.coli + S. aureus (Image du bas). .’ ADN bactérien des trois bactéries est marqué au DAPI et est
visualisé en bleu. PAO1-GFP est représenté en vert. Les images sont obtenues par visualisation en microscopie confocale. Les
images DAPI+Alexa568 montrent la colocalisation du marquage de ’aptamére E2 avec les bactéries d’E. coli en violet,
mais également avec les PAO1-GFP (colocalisation GFP+AlexaS568 en jaune). Sur un mélange d’E.coli + S. aureus,
I’aptamére E2 ne se lie pas a E. coli, ni aux coccis des S. aureus (absence de fluorescence rouge émise par I’ Alexa568). Scale
bar = 18um.
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o Aptaméres Cy5-F23+Al1568-E2 sur le mélange PAO1-GFP+E. coli MG1655

Puis, nous avons mélangé les aptameres Cy5-F23 + AlS68-E2 et les avons mis en contact du
mélange PAO1-GFP+E. coli MG 1655 (figure 38).

Nous n’observons pas de signal de fluorescence dans le canal correspondant a I’AlexaS68 (en
blanc), ce qui signifie qu’aucune des deux bactéries PAO1-GFP et F. coli M(G1655 n’est marquée
par I’aptamere E2. L’ADN bactérien de PAO1-GFP et d’E. coli sont marqués au DAPI en bleu.
Nous avons remarqué la colocalisation du marquage de ’aptamere F23 avec les PAO1-GFP qui
s’exprime en jaune (figure 38, image de GFP+CyS5). Ainsi, une colocalisation en violet de de
I’aptamere F23 avec les E. coli suite a la superposition du DAPI (bacilles d’E. coli) avec de la

CyS5 (aptamere F23) (figure 38, image DAP+CyS5).

Au niveau de I’image du Merge de tous les canaux de la figure 38, nous observons la présence
de 2 couleurs : un violet ou pourpre qui correspond soit & £. coli (superposition du DAPI avec
Cy5) ou PAO1-GFP (superposition du DAPI et Cy5). Une couleur blanche qui correspond a la
superposition des canaux DAPI, GFP et Cy5 (PAO1-GFP).
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Figure 38 : Test de la liaison du mélange des aptameéres F23 et E2 sur le mélange PAOI GFP avec E. coli.

Le mélange d’aptamere F23 (0,4uM), couplé a la Cy5 et visualisé en rouge, et de I’aptamere E2 (1,8 uM), couplé a I’ Alexa
fluor 568 et visualisé en blanc, a été incubé avec un mélange de PAO1-GFP + E. coli. I’ ADN bactérien des deux bactéries est
marqué au DAPI et est visualisé en bleu. PAO1-GFP est représenté en vert. Les images sont obtenues par visualisation en
microscopie confocale. Les images GFP+Cy5 et DAPI+Cy5 montrent la colocalisation du marquage de 1’aptamere F23 avec
les bactéries de PAO1-GFP (colocalisation Cy5-GFP en jaune), et avec les E. coli (colocalisation en violet) respectivement.
Aucune liaison n’a été constatée pour I’aptamere E2 suite a I’absence de la fluorescence en blanc émise par 1’ Alexa568. Scale
bar = 18um.
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Conclusions

Ces expériences d’aptameres en mélange testés sur des mélanges de bactéries sont préliminaires.
A I’heure actuelle, nous avons identifié les aptameres Cy5-F23 et A1568-E2 ciblant les bactéries
PAOL1 et E. coli MG1655 respectivement. Dans les conditions expérimentales testées, nous
n’avons pas identifié d’aptaméres spécifiques a S. aureus HG0O0! (figures 30 a 34).
Ensuite, nous avons testé la liaison des aptameres Cy5-F23 et AlS68-E2 sur des mélanges
bactériens. Nos résultats du test de liaison des aptameres aux mélanges bactériens montrent que :
» L’aptameére F23 se lie aux bacilles de PAOI1 et également d’E. coli, avec une liaison qui
reste nulle aux coccis de S. aureus (figure 36).
» L’aptameére E2 se lie aux bacilles d’E. coli et a PAO1, mais pas aux coccis de S. aureus
(figure 37).
» Le mix des deux aptaméres F23 et E2 a montré une liaison positive de I’aptameére F23 sur
les PAOL1 et sur les E. coli. Nous avons remarqué 1’absence du signal de la fluorescence

de aptamére E2.

Les tableaux 19 et 20 suivants récapitulent les tests de liaison des aptameéres aux bactéries ou aux

mélanges bactériens.

Tableau 19 : Récapitulatif du test de liaison des aptaméres aux bactéries planctoniques.

Aptamére

Bactérie Cy5-F23 Al568-E2 Al568-P1231 FITC-A14 FITC-SA23

PAO1

(>¢)
CaY

E. coli MG1655

S. aureus HG001
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Tableau 20 . Récapitulatif du test de liaison des aptaméres aux mélanges bactériens.

Aptamére
e 568- 5- + AI568-
Mélange Cy5-F23 Al568-E2 Cy5-F23 + AI568-E2
bactérien
Liaison + de ’aptamére Cy5-
Liaison + sur Liaison + sur
PAOI1-GFP + E. coli F23 sur PAO1
PAOL1 et E. coli PAOL1 et E. coli
et E. coli
Liaison +
PAO1 + §. aureus
sur PAO1
Liaison +
E. coli + S. aureus
sur E. coli

Plusieurs raisons peuvent expliquer pourquoi I’aptamere E2 ne marque rien sur un mélange
bactérien PAO1-GFP + FE. coli, lorsqu’il est test¢ en mélange avec I’aptamere F23. Trois
hypothéses sont possibles :

- 1l est possible que I’aptamere F23 posséde des séquences d’acides nucléiques qui lui
permettent de se lier a des motifs présents sur les deux bactéries de PAOL1 et E. coli. Alors
que I’aptamere E2 est plus spécifique a E. coli seulement.

- Les aptameres se lient généralement a des cibles sur la surface des cellules cibles.
L’absence du signal de I’aptamere E2 pourrait étre expliquer par I’inaccessibilité de la
cible dans le mélange bactérien.

- Le protocole expérimental doit étre davantage optimisé. La préparation des bactéries, les
temps d’incubations ou la préparation des réactifs pourraient influencer les résultats

obtenus.
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3. Test de liaison des aptameéres aux biofilms

3.1. Etude de la croissance des biofilms

Un biofilm est défini par un amas de cellules bactériennes attachées a une surface et entourées
d’une matrice extracellulaire constituée d’une variété de composants comme des
polysaccharides, des lipides, des protéines... Ils sont caractérisés par leur forte résistance aux
agents antimicrobiens. En fait, les bactéries d’un biofilm peuvent étre de 10 a 1000 fois plus

résistantes aux agents antimicrobiens '8,

Apres ensemencement et culture du biofilm dans une plaque de 96 puits, son dosage est effectué
au crystal violet. La figure 39 montre le résultat de la production du biofilm par des mesures de
la densité optique a 492nm. Deux milieux de culture ont été utilisés ; LB et MH II. Les biofilms
de S. aureus, S. epidermidis (S. epil), PAOLI et E. coli, se développent mieux dans le milieu riche

LB que dans le milieu MH II.
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Figure 39 : Histogrammes représentant la croissance des biofilms des différentes bactéries
dans deux milieux différents LB et MH II.
Apres ensemencement de la plaque a partir de préculture fraiche des différentes bactéries ; S. aureus, S. epidermidis (S. epil),
PAOIL et E. coli, 1e dosage des biofilms est effectué au Crystal violet.

Nous avons choisi de continuer nos études sur les biofilms des deux bactéries de PAOL1 et de S.
aureus, pour deux raisons : ce sont des bactéries connues pour développer des biofilms dans le

secteur médical, et ils se développent en 24h.

3.2, Etude de effet des aptaméres sur la croissance des biofilms de PAO1
et de S. aureus
Nous avons testé 1’effet de ’aptamere Cy5-F23, Cy5-JN27 et Cy5-Tutu22 sur la production du
biofilm de PAOI1 et de S. aureus dans MH 11, LB et SM. Tutu22 est un aptamere a ADN qui a
été sélectionné par Wang et al (2014) contre la protéine EGFR (récepteur du facteur de croissance
épidermique) '%°. Cet aptamére n’est donc pas censé se lier avec les bactéries. Le milieu SM a
été utilisé ici pour évaluer la croissance du biofilm dans un milieu trés pauvre et d’étudier son

interaction avec les aptameres.

139



Nous avons réalisé deux répétitions techniques pour chaque essai. Le test a été réalisé dans deux

sens :

e Ajout de ’aptameére au moment de I’ensemencement de la plaque

Le protocole consiste a ensemencer la plaque et ajouter SuM, 2,5uM ou 1,25uM des
aptameres Cy5-F23, Cy5-JN27 et Cy5-Tutu22, dans les milieux MH II, LB et SM. La figure

40 montre le résultat de croissance des biofilms de PAO1 et de S. aureus.

Dans MH II, nous remarquons une diminution de la croissance des biofilms de PAO1 en présence
de ’aptamere F23 aux trois concentrations testées (SuM, 2,5uM et 1,25uM), et une diminution
de la croissance des biofilms de S aureus avec tous les aptameres testés Dans le milieu LB ainsi
que dans le milieu SM, les aptameéres n’ont pas influencé la croissance des biofilms de PAO1 ou

de S. aureus, en se référant au contrdle négatif.

Le fait que ces aptameres influencent la croissance des biofilms dans le milieu MH II et pas dans
LB ou SM peut étre expliqué par la présence de molécules impliquées dans la formation et la
maturation des biofilms, dans MH 11, et qui seraient reconnues par les aptameres. Comme nous
avons remarqué précédemment, les biofilms de PAOI et de S. aureus ont une meilleure
croissance dans le milieu LB (figure 39). Il est possible que la matrice extracellulaire des biofilms
dans LB soit beaucoup plus complexe, ce qui rend difficile la liaison des aptameéres aux molécules

cibles.
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Figure 40 : Histogrammes de la production du biofilm de PAOI et de S. aureus en présence | aptameére F23, JN27 et Tutu22 a
différentes concentrations et dans différents milieux de culture MH II, LB et SM.

e Ajout de ’aptamere aprés 24h de croissance des biofilms

Le protocole consiste a ensemencer la plaque, incuber 24h a 37°C, puis ajouter SuM, 2,5uM et
1,25uM de I’aptamere Cy5-F23, Cy5-JN27 et Cy5-Tutu22, et analyser les plaques apres 48h. La

figure 41 montre le résultat de croissance des biofilms de PAO1 et de S. aureus apres avoir ajouté

les aptameres.
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Nous remarquons que 1’ajout des aptameres sur des biofilms de PAO1 favorise davantage leur

croissance et maturité dans les trois différents milieux (figure 41), en se référant au contrdle

négatif. En revanche, tous les aptameéres inhibent la croissance des biofilms de S. aureus dans les

milieux LB et MH 1I (figure 41).
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Figure 41 : Histogramme de [ ’effet des aptaméres F23, JN27 et Tutu2?2 ajoutés a différentes concentrations et dans différents

milieux de culture, 24h apres la croissance du biofilm de PAOI et de S. aureus.
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e Etude de la liaison des aptaméres au biofilm PAO1 par microscopie confocale

L’objectif de cette partie est d’étudier par bioimagerie la liaison de ’aptamere F23 sur le biofilm
de PAO1. Nous avons également utilisé¢ d’autres aptaméres dont E2, A14 et Tutu22, a des
concentrations de 1uM et SuM. La figure 42 montre le schéma explicatif de la méthode utilisée
pour ces tests de liaison des aptameéres au biofilm PAO1. Le protocole se fait en trois étapes. La
premiere étape consiste a ensemencer une plaque Ibidi de 8puits a partir d’une préculture
fraichement préparée de PAO1. Apres incubation 8h a 37°C et un lavage et changement de milieu
de culture, la plaque est incubée pour toute une nuit. Le biofilm produit est fixé au PFA 4% avant
d’ajouter ’aptamere. Ensuite, deux options ont été réalisées ; procéder a une fixation d’aptamere

ou pas avant d’analyser les plaques en microscopie confocale.
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m Culture des biofilms dans des puits a 8 chambres Ibidi

Incubation Lavage & changement du
8h, 37°C I ‘ milieu de culture
’ — —
=
Ensemencement i
de plaque I | Incubation
Culture i
bactérienne

m Fixation du biofilm et ajout d'aptameére a étudier

2 options :
— o Fixation d'aptameére
Lavage Ajout e Pas de fixation d'aptamére
et fixation du biofilm d'aptamere

m Analyse et visualisation de la liaison en microscopie a fluorescence

Figure 42 : Schéma explicatif correspondant au protocole utilisé pour tester la liaison des aptameéres au biofilm de PAOI par
microscopie confocale

Les figures de 43 a 46 représentent les résultats des tests de liaison des aptameres F23, E2, A14
et Tutu22 au biofilm de PAOI, testés a 1 et SuM. Les résultats montrent une liaison positive de
tous les aptameéres suite a la présence de la fluorescence émise par chaque fluorophore (CyS5 pour

F23 et Tutu22, A1568 pour E2, FITC pour A14).
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Aptameére Cy5-F23

um

S5um

Figure 43 : Test de la liaison de I'aptamére F23 sur le biofilm de PAOI. L aptamére F23 couplé au Cy5 (représenté en gris) a
été ajouté a deux concentrations ; 1uM et 5uM. Les images sont obtenues par visualisation en microscopie confocale puis en
analyse par le logiciel Imaris. .’ ADN bactérien est marqué au DAPI représenté en bleu.

Aptameére Alexa568-E2

DAPI Alexa568 Merge

Figure 44 : Test de la liaison de ’aptamére E2 sur le biofilm de PAOI. L’ aptamére E2 couplé a I’ Alexa568 (représenté en

rouge) a été ajouté a deux concentrations ; 1uM et 5uM. Les images sont obtenues par visualisation en microscopie confocale
puis en analyse par le logiciel Imaris. .”ADN bactérien est marqué au DAPI représenté en bleu.
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Aptameére FITC-A14
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Figure 45 : Test de la liaison de I’aptamére A14 sur le biofilm de PAOI. L aptameére A14 couplé a FITC (représenté en vert) a
été ajouté a deux concentrations ; 1uM et 5uM. Les images sont obtenues par visualisation en microscopie confocale puis en
analyse par le logiciel Imaris. L’ ADN bactérien est marqué au DAPI représenté en bleu.

Aptameére Cy5-Tutu22

DAPI Cy5 Merge

Figure 46 : Test de la liaison de I'aptamére Tutu22 sur le biofilm de PAOI. L aptamére Tutu22 couplé au Cy5 (représenté en
gris) a été ajouté a deux concentrations ; 1uM et SuM. Les images sont obtenues par visualisation en microscopie confocale
puis en analyse par le logiciel Imaris. .”ADN bactérien est marqué au DAPI représenté en bleu.
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Conclusion

Pour résumer, nos résultats de cette partie d’étude de liaison d’aptameres le biofilm de PAO1 ont
montré une liaison positive, sans spécificité, de tous les aptameres F23, E2, A14 et Tutu22 contre
le biofilm de PAOL.

Les biofilms étant connus pour étre impliqués dans un large éventail de maladies microbiennes,
il est essentiel de développer des moyens efficaces pour contrdler leur formation. Aujourd’hui,
plusieurs études se sont basées sur I'utilisation des systémes basés sur les aptameres permettant
de combattre les infections microbiennes causées par des biofilms. Des études de microscopie
inversée et la microscopie a force atomique ont indiqué que 1'aptameére appelé « aptamere3 » peut
controler le développement des biofilms de Salmonella cholerasuis et augmenter l'impact
inhibiteur d'un antibiotique sur les biofilms bactériens de S. cholerasuis '"°. Dans cet objectif,
vient I’idée de Cheng Lijuan et al (2017), de conjuguer cet aptamére 3 a I’ampicilline '"'. Ce
complexe Apt3-Amp a montré une inhibition de la formation et éradication partielle du biofilm
de S. cholerasuis. Cette activité synergique dans le contrdle des biofilms ouvre la voie
passionnante pour le développement des traitements futurs, avec des aptameres par exemple,

pour la prévention et I’éradication des biofilms.

Ces expériences sont préliminaires et plusieurs optimisations en terme technique seraient
nécessaires. Mais il est aussi possible que les aptameres utilisés dans cette étude, et
particulierement 1I’aptamere F23, ne soient pas spécifiques des bactéries sous forme de biofilms.
11 serait particuliérement intéressant d’identifier de la cible moléculaire de 1’aptamere F23, en
s’appuyant par exemple sur le protocole décrit par Ning et al (2015), qui ont pu identifier la

flagelline comme cible de la bactérie Salmonella choleraesuis '7°.
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CONCLUSION / PERSPECTIVES

L’antibiorésistance représente une grande menace sanitaire a 1’échelle mondiale. Pour y
remédier, plusieurs études ont été entreprises. Certains chercheurs ont développé de nouvelles
molécules chimiques a visée thérapeutique mais qui finissaient par devenir résistantes aux
bactéries. D’autres ont pensé a piéger les bactéries en introduisant un antibiotique couplé a une
molécule essentielle a la bactérie, le cas d’un sidérophore, ou une molécule hydrophobe, pouvant

pénétrer la paroi bactérienne.

Au cours de ma thése, je me suis intéressée a plusieurs thématiques visant un seul objectif qui
est de lutter contre I’antibiorésistance. Cette thése a consisté a identifier et sélectionner des
remedes a base de métaux ou de plantes, a reproduire leur mode de préparation, a étudier leur
activité biologique, et finalement a les vectoriser contre différentes bactéries pathogenes en

introduisant les aptameéres.

Avec I’aide d’historiens, nous avons pu identifier deux remedes utilisés principalement contre
les abces. Le premier était simple et a base de métaux, combinant deux activités, a savoir une
activité antibactérienne sur les souches d’E. coli, S. aureus et C. striatum et une activité anti-
inflammatoire. Le deuxiéme remede, beaucoup plus complexe, est composé de métaux et de
plantes. Les extraits de ces dernieres ont montré une activité¢ antibactérienne intéressante,
particulierement 1’extrait d’EtOAc d’Aloe ferox, sur S. aureus, S. epidermidis et C. striatum.
Cette partie du 2°™ reméde a été poursuivie par ma collégue chimiste Elora Aubert (LIT-
UMR?7200). Les résultats d’Elora Aubert ont permis de montrer qu’un autre ingrédient possede
une activité antibactérienne forte : la gomme ammoniaque. Cette gomme est issue d’une plante,
Ferula communis, qui produit des molécules sesquiterpéniques, comme le férulénol, dont
I’activité antibactérienne de I’ordre du micromolaire est similaire a celle d’antibiotiques de
référence. Une collaboration avec le laboratoire de Sylvie Fournel (UMR7199) a égalemant
permis de montrer que 1’Aloe ferox, dont I’activité antibactérienne est faible (partie résultats,

chapitre 1, remede 2) montre une activité anti-inflammatoire.

Ainsi, comme pour le premier remede que j’ai étudié, une action synergique anti-infectieuse a
¢été caractérisée : a la fois une activité antibactérienne pour diminuer la charge bactérienne, et une
activité anti-inflammatoire pour résorber la plaie. Cette synergie d’action est peut-étre une
caractéristique de ces remedes anciens. Chaque plante utilisée individuellement se montre
insuffisamment efficace, mais ’ensemble du remede présente une activité intéressante. La suite

du projet consistera a isoler et d’identifier les molécules qui portent ces activités, ainsi que de
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vérifier si cette synergie d’action apportée par le mélange des différentes plantes est également

valable au niveau moléculaire.

Les végétaux contiennent de nombreux composés phénoliques, dont certains pourraient chélater
des métaux et ainsi priver les bactéries de ce nutriment. L. effet de quatre chélateurs de fer a été
testé en culture liquide sur la croissance de différentes bactéries pathogeénes. Si ces chélateurs ont
un effet minime sur la croissance de la plupart des bactéries en milieu MH (milieu de culture
riche) en dessous de 1mM, ils empéchent la croissance de la bactérie S. epidermidis a une
concentration 100 fois inférieure. Ces résultats sont intéressants, car ils permettent de
spécifiquement cibler S. epidermidis par rapport aux autres bactéries étudiées, a savoir PAO1, ou
C. striatum. 11 ’agira maintenant d’étudier plus précisément des infections liées a S. epidermidis
pour confirmer I’intérét d’une telle stratégie. Ainsi, pour une perspective de synergie entre les
chélateurs de fer et les antibiotiques, il serait bénéfique de consacrer davantage de temps et de
ressources pour explorer plus en détails les effets synergiques potentiels. Ces découvertes
pourraient contribuer significativement a [’amélioration des stratégies thérapeutiques contre les

pathogeénes nosocomiales tels que S. epidermidis.

Afin d’élargir le spectre d’activité des molécules actives présentes dans les plantes étudices et de
diminuer la toxicité des métaux utilisés dans les préparations, une stratégie intéressante serait de
cibler les pathogenes d’intérét grace a des molécules reconnaissant spécifiquement une bactérie
pathogene dans un mélange de bactéries, mimant un foyer infectieux. Dans le cadre de ma these,
nous nous sommes intéressés aux aptameres en tant que molécules de ciblage. Le dernier objectif
de ma these était donc de vectoriser certaines molécules issues des remédes 1 et 2 grace a des
aptameres.

Ma thése se termine donc sur l’identification par microscopie confocale, d’un aptamere
spécifique par souche bactérienne sous forme planctonique. A 1’heure actuelle, nous avons
identifié les aptameres F23 et E2 liant respectivement les bactéries PAO1 et E. coli MG1655.
Dans les conditions expérimentales testées, nous n’avons pas identifi¢ d’aptameres spécifiques
de S. aureus HGOOI. L’aptamere F23 a permis également de discriminer les PAO1 de S. aureus
en mélange bactérien. Cependant, des optimisations sont a prévoir en terme techniques pour
étudier au mieux cette partie de multiplexing des aptameres avec des bactéries. Des optimisations
sont en cours par ma collegue Chaimae Mezouarhi (UMR7021-LBP) qui prend le relai sur cette
partie. L une des pistes envisagées consiste a optimiser les tests techniques en terme de temps de
lavages et d’incubation. Chaimae étudiera également la liaison des aptameres sur des bactéries

vivantes.
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Au cours de mes travaux, j’ai été confronté a la notion de spécificité des aptameres, dans le
domaine de la bactériologie. En effet, certains des aptameres testés au cours de mon doctorat, qui
avaient été décrits dans la littérature comme spécifiques a une souche bactérienne donnée, sont
quelquefois aspécifiques comme par exemple ’aptamere Al14 et I’aptamere SA23 qui ont été
sélectionnés contre S. aureus. Ce probleme d’aspécificité auquel nous avons été confrontés dans
ce domaine de bactériologie a récemment été commenté, pour les aptameres ciblant des
récepteurs de surface cellulaire en oncologie et pour des aptameres ciblant de molécules de
faibles poids moléculaires !">!73. Pour éviter des problémes d’aspécificité, il est donc
particulierement important de bien caractériser un aptameére, ce qui permettra de garantir la
reproductibilité et I’efficacité de la fonction de I’aptamere. Idéalement, pour obtenir un aptamere
spécifique d’une souche donnée, 1’idéal serait d’entreprendre un nouveau SELEX. Par exemple,
si nous souhaitions identifier un aptameére spécifique de Pseudomonas aeruginosa dont 1’ objectif
serait de cibler cette bactérie dans son environnement infectieux (par exemple en cas de
mucoviscidose), alors la stratégie de SELEX que je développerais serait de réaliser une sélection
positive contre une souche de P. aeruginosa et des sélections négatives contre des souches de

sujet sain des voies hautes des poumons, comme Neisseria, Streptococcus, Haemophilus '*.

Nous aurions également pu identifier les cibles moléculaires des aptameres. Durant ma thése, je
n’ai pas utilisé de protocole d’identification de cible. D ailleurs, les aptameres étudiés durant ma
these ont été sélectionnés et ont été identifiés par un cell-SELEX, ciblant la cellule bactérienne
entiere. Mais, plusieurs méthodes d’identification de cibles moléculaires pourraient étre utilisées.
Des expériences de pull-down, par exemple, consistent a adsorber un complexe protéique sur des
billes pour l'isoler. Les ligands immobilisés sur les billes se lient spécifiquement a un composant
ou des composants du complexe, soit par l'intermédiaire d'une étiquette d'affinité, soit par
l'intermédiaire d'un anticorps !”>. Dans notre contexte, nous pourrions utiliser des aptaméres
biotinylés qui seront fixés sur des billes de streptavidine. Ensuite, nous ajouterions des bactéries
lysées afin d’avoir tous les composants de bactéries dans 1’échantillon. Apres des étapes de
lavage pour €liminer les molécules non liées, les aptameres liés a leur cible seront récupérés.
Nous pourrions par la suite envisager une spectroscopie de masse afin de déterminer les
composants du biofilm reconnus par ’aptameére. Un autre exemple repose sur des techniques de
génie génétique, qui pourraient étre envisagées pour créer des mutants bactériens et les utiliser
pour confirmer les cibles moléculaires des aptameres.

D’autre part, nos €tudes sur le ciblage de biofilms par des aptameres (I'un, F23, décrit dans la

littérature comme spécifiques de PAOI, et les autres de spécificités différentes) montrent que
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tous les aptameéres testés se lient au biofilm de PAOI1 suite a I’émission de fluorescence émise
par chaque fluorophore couplé a chaque aptamere. Des optimisations seraient nécessaires, par
exemple I’étude des biofilms vivants (et donc non fixés au PFA). Ommen et al (2022) ont
identifié des aptaméres se liant aux cellules de biofilm de S. aureus '76. L’un de ces aptaméres,
décrit par Cao et al (2009), a été conjugué aux liposomes encapsulant différents antibiotiques.
Apres un traitement de 24h in vitro, I’ajout des liposomes ciblés par I’aptameére a pu éradiquer le
biofilm de S. aureus '7°.

Méme si tel n’était pas I’objectif de ma these, nos travaux montrent qu’il n’est pas inenvisageable
a l'avenir d’utiliser des aptameéres en tant qu’agent diagnostic, par exemple pour mettre
rapidement en évidence la présence de souches bactériennes pathogenes dans une flore normale
(par exemple, directement suite a I’expectoration de patients atteints de mucoviscidose). Mais
mon projet portait particulierement sur le ciblage thérapeutique. Ainsi, une perspective directe et
concréte de mon projet sera de vectoriser les molécules actives issues des remedes sélectionnés
et étudiés dans cette these, apres leur fractionnement (partie suivie par ma collegue Elora Aubert
(UMR7200-LIT) grace a ’aptamére F23 vers P. aeruginosa.

Plusieurs méthodes de conjugaison des aptaméres avec des molécules toxiques (thérapeutiques)
sont utilisées. Nous pourrions envisager une méthode directe qui consiste a utiliser un linker pour
attacher 1’aptamére a la molécule d’intérét. Ou d’utiliser nanoparticules afin de délivrer une
molécule ou une combinaison de molécules toxiques vers la bactérie pathogéne. Ces
nanoparticules pourraient étre des liposomes, des dendrimeéres, ou des nanoparticules d’or. Elles
seraient fonctionnalisées a leur surface par I’aptamere F23 pour la partie ciblage et seraient
chargées avec ou fonctionnalisées par des molécules ou combinaisons de molécules issues de
I’étude des pharmacopées anciennes pour leur action thérapeutique. La figure 47 illustre
schématiquement un exemple de liposome conjugué a un aptameére contenant une molécule
thérapeutique !”7. Un liposome est une petite sphére constituée d'une ou plusieurs couches de
lipides qui forment une membrane biologique bilipidique. Le cholestérol et le PEG ajoutés
permettent a stabiliser la structure du liposome et a prolonger sa circulation dans 1’organisme
(figure 47). Lorsque le liposome conjugué a I'aptamere est administré dans 1’organisme, il peut
cibler spécifiquement les cellules exprimant la cible de I'aptamere. Une fois que le liposome est
internalisé dans la cellule, la molécule thérapeutique encapsulée a l'intérieur est libérée pour

exercer son action thérapeutique.

Une étude avec des experts dans ce domaine et I’essai de différentes nanoparticules seront

nécessaires pour optimiser 1’efficacité du systéme d’administration d’une molécule active.

152



“ X\W@/
®® Liposome

()nﬁ—g ‘ ‘ 0 Cholesterol

\ @® Therapeutic molecule
W ““i =
? Aptamer

Figure 47 : Schéma illustrant un liposome conjugué a un aptamére. Le liposome comprend également une molécule
thérapeutique, ainsi que cholestérol et PEG permettant la stabilité du complexe.

La continuité de ce projet est dans les mains de ma collegue Chaimae Mezhouari (UMR7021-
LBP) qui prendra le relais sur I’étude des aptameres sur des mélanges bactériens, sur les biofilms

et, plus généralement, sur les stratégies de vectorisation basées sur les aptameres.
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ANNEXES

Annexe 1

PREPARATION DU REMEDE 2

Types d’échantillons des extraits de plantes du Remede 2

e  COMA : Commiphora abyssinicae ou Commyphora myrrha ou myrrhe (oléorésine)
COMAA : // extrait acétate d’éthyle, 24H a I’obscurité sous agitation
COMAD : // extrait dichlorométhane, 24H a 1’obscurité sous agitation
COMAEH : // extrait éthanol/eau 70/30, 24H a I’obscurité sous agitation

e ALOF : Aloe ferox ou aloés (suc)
ALOFA : // extrait acétate d’éthyle, 24H a I’obscurité sous agitation
ALOFEH : // extrait éthanol/eau 70/30, 24H a I’obscurité sous agitation

e ALOF + COMA : mélange 50/50 des extraits d’aloes et de myrrhe
ALOFCOMA : mélange 50/50 de myrrhe et d’aloés
ALOFCOMAA : // extrait acétate d’éthyle, 24H a I’obscurité sous agitation
ALOFCOMAD : // extrait dichlorométhane, 24H a I’obscurité sous agitation
ALOFCOMAEH : // extrait éthanol/eau 70/30, 24H a 1’obscurité sous agitation

Les extractions ont été réalisées au sein de '’'UMR 7200-LIT.

Pour chaque plante (ou mélange de plantes), trois extractions non- successives ont été réalisées
dans 3 solvants de polarité décroissante : éthanol a 70% EtOH70%, acétate d’éthyle, et

dichlorométhane.

Les plantes, en larmes ou blocs, ont été broyées au mortier. Ensuite les extractions ont été
réalisées par macération de 72h en renouvelant le solvant d’extraction toutes les 24h, dans des
proportions plante/solvant 1/10 (m/V), sous agitation magnétique et a I’abri de la lumiere. Le
renouvellement du solvant était fait en filtrant ’extrait : le marc était remis a extraire dans un

volume de solvant non-saturé en composés et le filtrat était évaporé afin d’obtenir un extrait sec.
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Annexe 2

COMPOSITION ET PREPARATION DES TAMPONS

Préparation du tampon d’hybridation

- Pour 50mL du tampon d’hybridation :

Composant Solution stock Concentration finale Volume de prise
Tris-HCl IM apH=74 50mM 2.5mL
KC1 3M SmM 83uL
NaCl 3M 100mM 1.6mL
MgCI12 IM ImM 50uL
NaN3 1% 0.1% SmL

Compléter a S0mL avec de I’eau distillée dH-O ..

Stériliser en utilisant un filtre a 0,4pum.

Préparation du tampon de blocage

- Pour ImL du tampon de blocage :

Dans 1mL du tampon d’hybridation, nous ajoutons 1’albumine du sérum bovin (BSA) pour

une concentration finale de 10mg/mL + ARNt (pour une concentration finale de 1pg/mL)

Préparation du Paraformaldéhyde 4%
- PFA 16% commercial a diluer dans du PBS 1X filtré.
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Abstract: Nucleic-acid aptamers are of strong interest for diagnosis and therapy. Compared with
antibodies, they are smaller, stable upon variations in temperature, easy to modify, and have higher
tissue-penetration abilities. However, they have been little described as detection probes in histology
studies of human tissue sections. In this study, we performed fluorescence imaging with two aptamers
targeting cell-surface receptors EGFR and integrin a581, both involved in the aggressiveness of
glioblastoma. The aptamers’ cell-binding specificities were confirmed using confocal imaging. The
affinities of aptamers for glioblastoma cells expressing these receptors were in the 100-300 nM
range. The two aptamers were then used to detect EGFR and integrin «5p1 in human glioblastoma
tissues and compared with antibody labeling. Our aptafluorescence assays proved to be able to very
easily reveal, in a one-step process, not only inter-tumoral glioblastoma heterogeneity (differences
observed at the population level) but also intra-tumoral heterogeneity (differences among cells
within individual tumors) when aptamers with different specificities were used simultaneously in
multiplexing labeling experiments. The discussion also addresses the strengths and limitations of
nucleic-acid aptamers for biomarker detection in histology.

Keywords: nucleic-acid aptamers; histofluorescence; multiplexing; cell-surface receptors; detection;
EGFR; integrin o531; glioblastoma

1. Introduction

Conventional immunohistochemistry (IHC) is a standard diagnostic process in tissue
pathology that complements hematoxylin—eosin staining and is commonly used for tumor
diagnosis, guiding patient stratification and treatment decision. This tissue-based technique
is, however, limited by the labeling of only one biomarker per section of tissue. Yet, unique
marker characterization is slowly becoming replaced by tumoral molecular signatures
based on mRNA and protein expression data. Multiplex tissue imaging allows the de-
tection of multiple biomarkers in the same tissue section to be performed, revealing the
spatial relationships among the cells expressing these biomarkers. Various antibody-based
approaches have been developed to detect together several antigens in tissue samples [1-3].
The most common methods use sequential colorimetric or fluorescent staining. Briefly, the
classical IHC approach relies on the use of a primary antibody to detect the target of interest
and an anti-species secondary antibody labeled with an enzyme or a fluorophore for signal
detection. For an example of immunofluorescent detection, horse-radish peroxidase can be
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used to catalyze a reaction between tyramide and tyrosine residues on or near the epitope
and to covalently deposit a fluorophore on the tissue section [3-5]. Multiplex tissue imaging
can also be achieved via sequential staining rounds after the chemical or heat-mediated
striping of antibodies [6]. This detection method does not require labeled primary anti-
bodies, and IHC clinically validated antibodies can be used. Although good results have
been achieved using this approach, it is time consuming; the striping rounds can damage
tissues; and secondary antibodies should be carefully considered to avoid cross-reactivity.
Staining protocols are simplified and performed faster using primary antibodies directly
conjugated to fluorophores or metal isotopes, enzymes, oligonucleotides, etc., which can be
used for detection [1]. Conjugation, however, is not a turnkey process and might lead to
batch-to-batch variations.

Another approach, based on nucleic-acid aptamers, is worth exploring to detect one
or different molecular biomarkers at the same time in a single tissue section. Aptamers
are small RNA or ssDNA sequences that acquire a three-dimensional structure to bind to
their targets with high affinities and specificities. They are also referred to as ‘chemical
antibodies’ [7]. Besides their relevance for therapeutic applications [8], aptamers offer
a promising field of investigation for diagnostic studies, such as histochemistry, in vivo
molecular imaging, the isolation and detection of cancer cells (including circulating tumoral
cells), and the identification of cellular biomarkers or circulating biomarkers in liquid
biopsies [9-11]. Aptamers are chemically synthetized. As such, compared with antibodies,
they are faster and cheaper to produce and easier to directly conjugate to a wide range
of tags with high batch fidelity. Approximately 5-10 times smaller than monoclonal
antibodies, they have better tissue-penetration abilities [12], which may be an advantage in
histology, when the accessibility of the epitope is reduced, such as in fixed tissue [13], or
for multiplexing, when steric hindrance might compromise ligand accessibility. Aptamers
are thus emerging diagnostic tools to complement their protein alter egos. Despite all
their advantages and since their potential for patient tissue staining was first validated
in 2010 [14], only few aptamers have been described so far for staining histological tissue
sections ([15] and reviewed by [13,16,17]). Moreover, to our knowledge, only one study
refers to aptamer-based multiplexing in tumoral tissue [18].

We are interested in the aptamer-based fluorescent detection of glioblastoma (GBM)
biomarkers. GBM is the most common and aggressive brain tumor in adults, with a median
overall survival under 20 months [19]. The standard treatment, which consists of maximal
tumor resection with adjuvant concomitant radio-chemotherapy, has remained unchanged
since 2005 [20]. Many molecular targets have been identified, and a number of targeted
therapies under clinical evaluation have been reported. However, so far, they remain
inefficient [21]. GBMs, as the name suggests, are characterized by high heterogeneity.
Histological features that characterize GBM are the presence of atypia, mitotic activity,
increased cell density, necrosis, and the abnormal growth of blood vessels around the
tumor [22]. Since 2016, the GBM diagnostic has been based on both histological and
molecular characteristics according to the World Health Organization (WHO) classification
of tumors of the central nervous system [23]. The recent 2021 WHO classification has
added even more molecular features, and one of them to be noted in relation to our study
is the EGFR amplification [24]. However, additional reliable biomarkers are urgently
needed to better assess the prognosis of GBM patients, some of them being cell-surface
protein biomarkers, the expression of which is often remodeled [21,25,26]. In this study, we
addressed EGFR (epidermal growth factor receptor) and the a5p1 integrin.

EGFR, a 170 kDa member of the HER gene family of proteins that contains four recep-
tor tyrosine kinases (RTKs), drives the development of solid tumors [27]. Its overexpression
leads to aberrant signaling pathways promoting tumor-cell proliferation, growth, survival,
differentiation, and angiogenesis. In GBM, EGEFR is amplified and/or mutated in more
than 40% of cases [28]. After those targeting VEGF (vascular endothelial growth factor) and
VEGER (VEGF receptor), the most frequently reported drugs in GBM targeted therapies are
those targeting EGFR. Forty clinical trials in phases II-IV reported in the last 20 years were
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based on tyrosine kinase inhibitors and monoclonal antibodies [21,29]. Integrins, a family
of «p heterodimeric transmembrane cell-surface adhesion and signaling receptors, are
implicated in cell-cell and cell-matrix communication and are expressed in all nucleated
cells of multi-cellular animals [30]. In vertebrates, integrins synergize with other receptors,
including RTKs. Frequently overexpressed in solid tumors, integrins promote cell survival,
proliferation, invasion, and stemness maintenance and are major actors in disease progres-
sion and resistance to therapies [31-35]. In GBM, several integrins are overexpressed in
tumoral and endothelial cells [36]. Higher expression levels of the fibronectin receptor,
integrin «5p1, are observed in GBM tissue compared with adjacent normal brain tissue [37].
This overexpression was associated with GBM aggressiveness at the RNA [38-40] and
protein levels [41].

EGFR and integrin «531 are two cell-surface receptors that share common features in
their signaling pathways, leading to the development of compensatory mechanisms impli-
cated in resistance to therapies targeting RTKs [32]. They are targets of therapeutic interest
in the fight against the emergence of resistance. Inhibiting these receptors individually
displayed poor results in GBM clinical trials [21].

However, combined targeted therapies would certainly prove to be more effective for
this highly heterogeneous tumor [42], which emphasizes the importance of patient selection
for personalized treatments. Molecular imaging techniques are needed for detecting GBM
biomarkers. Our study focused on the use of fluorophore-conjugated nucleic-acid aptamers
targeting EGFR and the «5p1 integrin as detection tools on GBM cells and tissues. Target
expression and aptamer binding were first validated in cell lines using flow cytometry
and confocal imaging. Aptamers were then further compared to antibodies and used in
mono- or multiplexing experiments on formalin-fixed and paraffin-embedded human brain
tissues to highlight tumoral heterogeneity. Figure 1 illustrates the experimental design of
our study.

Mounting on glass slides — Detection with aptamers — Bioimaging

GBM cell line

i~

Slices of human
GBM tissues
on glassslides

Human GBM tissue

Fluorophore conjugated aptamers:

=

AptaCyto AptaHisto

; I
: I
: - EO7 to detect EGFR :
| - HO2 to detect integrin a5p1 : s
I <«—fluorophore | -
: I
AND o
Adherent cells : i «— aptamer :
on glassslides | |
I , | ;
I + nuclei | «
I staining | J
. I
. |
' I Microscopy
' I
. |
: I
. I

fluorescence fluorescence

Figure 1. Experimental scheme illustrating the aptafluorescence experiments. After mounting GBM
cells or tissues on glass, cells or tissues were incubated with aptamers covalently conjugated to
fluorophores. Two aptamers with different specificities were used in this study: aptamer E07 to detect
EGFR and aptamer HO2 to detect integrin a531. At the end of this manuscript, we also describe a
technique in which both aptamers were simultaneously incubated on GBM tissues (multiplexing
experiments). Fluorescence microscopy was then realized for bioimaging. Drawings are not to scale.
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2. Materials and Methods
2.1. Materials

All nucleic-acid aptamers and chemicals were purchased from IBA Lifesciences (Goet-
tingen, Germany), Eurogentec (Seraing, Belgium), and Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany).
The sequences of all aptamers from this study are described in Supplementary Table S1.

2.2. Cell Culture

Cell culture media and reagents were from Lonza (Basel, Switzerland) or Gibco
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Human GBM cell line U87MG EGFR
WT was kindly provided by Dr. Frank Furnari [43]. LN319, MCF7, and MDA-MB-231
were kindly provided by Pr. Monika Hegi (Lausanne, Switzerland) and Dr. Catherine
Tomasetto (IGBMC, Illkirch, France), respectively. The cell lines from GBM were main-
tained in Eagle’s minimum essential medium (EMEM) with 10% fetal bovine serum (FBS),
1% sodium pyruvate, and 1% non-essential amino acids, in a 37 °C humidified incubator
with 5% CO,. The MCF?7 cell line was maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s minimum
essential medium (DMEM), containing 1 g/L glucose and supplemented with 10% FBS,
40 ug/mL gentamicin, and 0.6 pg/mL insulin. The MDA-MB-231 cell line was maintained
in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium supplemented with 10% FBS and
40 pg/mL gentamicin.

2.3. Western Blot

Cells were lysed in 1% Triton X-100, NaF [100 mmol/L], NaPPi [10 mmol/L], and
NazVOy [1 mmol/L] in PBS, supplemented with complete anti-protease cocktail (Roche,
Basel, Switzerland). A total of 10 ug of protein was separated on precast gradient 4-20%
SDS-PAGE gels (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and transferred to polyvinylidene fluoride
(PVDF) membranes (Amersham Bioscience, Buckinghamshire, UK). After blocking, mem-
branes were probed with primary antibodies targeting EGFR (D38B1, #4267; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA), o5 integrin (D7B7G, #98204S; Cell Signaling Technology),
and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; Millipore, Molsheim, France).
Immunological complexes were revealed with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
secondary antibodies (Promega, Madison, WI, USA) at a 1/10,000 dilution. Revelation was
performed with enhanced chemiluminescence (ECL; BioRad) using an LAS4000 imager
(GE Healthcare, Dornstadt, Germany). GAPDH was used as housekeeping protein to
serve as the loading control for all cell lysate samples. The quantification of non-saturated
images was performed with Image] software. Analyses were performed on at least three
independent experiments.

2.4. Flow Cytometry

For the determination of equilibrium binding affinities using flow cytometry, aptamer
E07 was used at different concentrations (5000, 4000, 2000, 1000, 500, 250, 100, 10, and
1 nM). After detachment with 0.2 M EDTA, 300,000 cells were incubated for 30 min with
Cy5-labeled aptamers under gentle agitation to avoid cell sedimentation. Cells used as
controls were incubated with Cetuximab at 1 ug/mL for 3 min, washed, and then analyzed
(counting 10,000 events) using an FACSCalibur flow cytometer (Beckson Dickinson, Le
Pont de Claix, France). Flowing software (version 2.5.1, Turku Bioscience, Turku, Finland)
was used to analyze data. To determine the equilibrium constant, Kp, experiments were
repeated three times, and GraphPad Prism software (version 5.04, Dotmatics, San Diego,
CA, USA) was used.

2.5. Fluorescence-Based Assays on Cell Lines

Adherent cells were plated on sterile glass coverslips for one night at 37 °C in culture
medium, washed three times, and then saturated for 1 h at room temperature (RT) in
selection buffer (phosphate-buffered saline, 1 mM MgCly, 0.5 mM CaCl,; pH 7.4) containing
2% BSA. Labeled aptamers were denatured at 95 °C for 3 min, incubated on ice for 5 min
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before being resuspended in selection buffer, and applied to cells for 30 min at 37 °C.
Cells were then washed in selection buffer, fixed for 8 min in 4% paraformaldehyde (PFA),
permeabilized for 2 min with 0.2% Triton, and washed again. Then, immunocytochemistry
was performed with the following primary antibodies: anti-EGFR (clone D1D4]J; Cell
Signaling Technology; 1/200) and anti-EEA1 (early endosome antigen 1; clone 14/EEA1;
BD Transduction Laboratories; 1/1000). Primary antibodies were added overnight (O/N)
at 4 °C, followed by two washes and incubation for 1 h at RT with a secondary antibody
conjugated to Alexa 488 or 568 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) ata 1 pug/mL final
concentration. DAPI was added at 1 pg/mL to visualize nuclei. Washing steps were
performed before mounting using fluorescent mounting medium (S3023; Dako, Carpinteria,
CA, USA).

2.6. Human Tissue Samples

Twenty patients’ histologic fresh-frozen, formalin-fixed, paraffin-embedded GBM
tissues were obtained from the tumor collection of the pathology department of Strasbourg
University Hospital (Centre de Ressources Biologiques des Hopitaux Universitaires de
Strasbourg; declaration number DC-2016-2677t) after obtaining written informed consents
from patients. Twenty hematoxylin—eosin-stained paraffin-embedded human tissues, exam-
ined by one neuropathologist (B.L.), were confirmed as GBMs according to the 2021 WHO
classification of tumors of the central nervous system [24]. Two human epileptic brain
tissue samples were used as non-tumoral tissues. Negative controls were performed either
with DAPI alone or, for immunolabeling experiments, without adding primary antibodies
(i.e., only secondary antibodies were added).

2.7. Fluorescence-Based Labeling Assays on Human Tissue Samples

Apta- and immunostaining were realized using tissue sections mounted on glass
slides. Paraffin-embedded sections were deparaffinized, rehydrated through a graded
alcohol series, and subjected to an antigen unmasking protocol. Briefly, sections were
boiled at 100 °C for 10 min in target retrieval solution at pH 9 (52367; Dako), cooled down
to RT for 20-40 min, and rinsed briefly in H,O; then, they were washed in selection buffer.
Fresh-frozen sections were fixed in 4% PFA for 10 min at RT and then washed in selection
buffer. For aptafluorescence, slides were rinsed for 5 min in H>O and then in blocking
buffer (selection buffer, 2% BSA) in the presence or not of 100 ug/mL tRNA from baker’s
yeast (R56-36; Sigma-Aldrich, Hamburg, Germany) or yeast tRNA plus salmon sperm
DNA (D1626; Sigma-Aldrich) for 1 h in a humid chamber at RT; they were rinsed in H,0O,
followed by selection buffer, and drained. Aptamers were denatured at 95 °C for 3 min
and incubated on ice for 5 min before dilution in selection buffer to a final concentration
of 1 or 2 uM for aptamer HO2 targeting the o5 integrin and 500 nM for aptamer E07
targeting EGFR. Aptamers were incubated in tumor sections for 1 h on ice, briefly washed
in selection buffer, drained, fixed in 4% PFA, and then washed three times in PBS. For
immunofluorescence, slides were rinsed briefly in PBS, washed for 5 min in PBS-T (0.1%
Tween-20 in PBS), drained, and then incubated in blocking buffer BB-I (5% goat serum in
PBS, 0.1% Triton X-100) for 1 h in a humid chamber. O/N incubation with anti-integrin «5
mAb 1928 (6B8516; Millipore, Molsheim, France; 1/200) in BB-I was followed by 3 washes
of 3 min in PBS-T and by an incubation step with a 1/500 dilution of a secondary antibody
raised against the host species used to generate the primary antibodies, conjugated to Alexa
Fluor 488 or 647 (ThermoFisher Scientific, Braunsweig, Germany; A-21245, A-11008, or
A-11004) in BB-I1. Immuno- and aptastaining were followed by staining with DAPI at a
1 pug/mL final concentration for 30 min at RT to visualize cell nuclei. Stained samples
were then washed in PBS. Coverslips were mounted using fluorescent mounting medium
(S3023; Dako).
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2.8. EGFR Immunostaining of Human Tissue Samples

EGFR immunostaining was performed on deparaffinized GBM sections with Bench-
Mark Ultra (Ventana, Roche, Basel, Switzerland). After pre-treatment with Protease 1 for
8 min, the monoclonal antibody clone E30 (DAKO), reactive against the extracellular do-
main of the EGFR protein, was used at a dilution 1/500 for 32 min. The detection ultraview
DAB system was used for revelation. Negative controls omitting the primary antibody
were included.

2.9. Imaging

Images of apta- and immunofluorescence were acquired using a NanoZoomer S60
digital slide scanner (Hamamatsu Photonics, Iwaka, Japan) and/or a Leica TCS SPE II
confocal microscope at 20x or 63 x (oil immersion) magnification. For all slide scanning,
images were processed at different magnifications using NPD.view2 version 2.7.43. Mean
integrated fluorescence intensity on cells and tissues was measured using Image] software
as previously described [41,44]. The plot profile tool in Image] (version 1.50f, U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) was used to display a 2D histogram of the
intensities of pixels along a line drawn within an image. The statistical analysis of data
was performed with ANOVA. Data were analyzed with GraphPad Prism version 5.04 and
are represented as means 4+ SEMs. Hematoxylin-eosin tumors were read using PathScan
Viewer software.

3. Results
3.1. Validation of Target Expression and Aptamer Binding to Cell Lines

We recently published the identification of aptamer H02 targeting integrin o531 [44].
Its affinity for GBM cell line U87MG expressing integrin «5 was determined using flow
cytometry (Kp = 277.8 £ 51.8 nM; Table 1). Using confocal imaging, we showed that this
aptamer was able to discriminate among ten GBM cell lines expressing high and low levels
of integrin 5. Similarly, in the present study, we first characterized the binding parameters
of aptamer E(7 targeting EGFR [45] in GBM cells.

Table 1. Affinity (Kp) of the interaction between aptamers and cells, determined using flow cytometry.

Aptamer Target Glioblastoma Cell Lines Kp Reference
; U87MG a5+
HO02 Integrin «581 (expressing a5 integrin) 277.8 £51.8nM [44]
U87MG EGFR WT
E07 EGFR (expressing EGFR) 208.7 4 45.6 nM Current study

Immunoblots showed that EGFR was expressed in U87 EGFR WT cells but was absent
in LN319 (Figure 2A,B). EGFR detection by means of flow cytometry in both cell lines was
controlled using anti-EGFR antibody Cetuximab conjugated to Cy5 (Figure 2C, left). The
shift in fluorescence intensity to the left confirms the low expression level of EGFR in LN319
compared with the U87 EGFR WT cell line. This difference in fluorescence intensity was
also observed for the binding of Cy5-conjugated aptamer E07, named E07-Cy5 (Figure 2C,
right). The equilibrium affinity parameter, Kp, of the interaction between E07-Cy5 and
U87 EGFR WT cells was determined using flow cytometry (Figure 2D). Briefly, binding
events associated with the fluorescence signal of different concentrations of aptamers,
ranging from 1 nM to 5 uM, to a constant number of cells were measured. A Kp of
208.7 £ 45.6 nM was determined by plotting the mean fluorescence of U87 EGFR WT cells
against the concentration of the E07 aptamer (Figure 2D, Table 1). For confocal assays,
confluent cells were stained with E07-Cy5 at 100 nM for 30 min. After cell fixation, cells
were immunolabeled with an anti-EGFR primary antibody and then with a secondary
antibody labeled with Alexa 568. The specificity of the E07-Cy5 aptamer was characterized
on the two GBM cell lines, U87 EGFR WT and LN319, expressing high and low levels of
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EGFR, respectively (Figure 2E). Confocal imaging was also performed on other cell lines:
breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 (Figure S1). MDA-MB-231 expressed an
intermediate level of EGFR, whereas EGFR was not immunodetected in MCF7 (Figure 2A,B).
Confocal imaging shows that aptamer E07 detected EGFR on U87 EGFR WT (Figure 2E)
and to a lesser extent on MDA-MB-231 cells (Figure S1). Clearly, EGFR aptalabeling
corresponded with EGFR immunolabeling and reflected well the EGFR expression level in
these cell lines. Fluorescently labeled aptamer E07 was not detected in the cell lines that
did not express EGFR (LN319 and MCF7).
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Figure 2. Validation of EGFR expression and E07 aptamer binding to cancer cells. (A,B) Immun-
odetection of EGFR in different cancer cell lines. (A) Immunoblot showing the expression of EGFR
(175 kDa) in U87 EGFR WT, LN319, MCF7, and MDA-MB-231 cell lines. GAPDH (37 kDa) was used
as loading control. (B) Quantitative immunoblot analysis. Histograms represent the means + SDs of
three independent experiments normalized to GAPDH, with *** p < 0.005 (non-significant data are
not specified). (C,D) Flow cytometry experiments. (C) Left side: Control of EGFR expression via the
binding of EGFR antibody Cetuximab conjugated to Cy5 to U87 EGFR WT (black fill) and LN319
cells (black line, white fill). Right side: Comparison of the binding profiles of aptamer E07-Cy5 at
1 uM to U87 EGFR WT cells (black fill) and LN319 cells (black line, white fill). (D) Titration of aptamer
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E07. Different concentrations of the E07-Cy5 aptamer (0.001, 0.01, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, and 5 uM) were
incubated with a constant number of U87 EGFR WT GBM cells and analyzed using flow cytometry.
Titration resulted in the determination of the equilibrium affinity parameter, Kp, for the interaction
between U87 EGFR WT cells and aptamer E07 (208.7 =+ 45.57 nM). (E) Confocal imaging of E07-Cy5
aptamer in two cell lines, LN319 and U87 EGFR WT. Cells were seeded in coverslips and incubated
with 100 nM of E07-Cy5 aptamer for 30 min (white). The incubation of antibody anti-EGFR was
followed by incubation with a secondary antibody labeled with Alexa 568 (represented in red). Nuclei
were stained with DAPI (blue). Scale bar = 10 um.

On the basis of their specific cell-binding properties to their respective receptors, we
considered the two aptamers, H02 and E07, suitable for integrin «5p1 and EGFR detection
in human GBM tissues.

3.2. Apta- and Immunodetection of Integrin a5p1 in Paraffin-Embedded and Frozen
Glioblastoma Sections

We investigated whether the conditioning of the tumor sections had an influence on ap-
talabeling using 20 tumor sections from GBM patients. Formalin-fixed paraffin-embedded
(FFPE) sections were deparaffinized, rehydrated, and subjected to an antigen unmasking
protocol. Fresh-frozen sections were fixed in 4% paraformaldehyde. Aptafluorescence
and, for comparison, immunofluorescence experiments were performed to detect integrin
a5B1 using the cyanine 5-conjugated H02 aptamer, named H02-Cy5, at 2 uM and anti-
integrin «5 mAb 1928 followed by a secondary antibody coupled to Alexa 647. mAb 1928
was recently used to detect integrin &5 via the immunostaining of GBM-PDX and FFPE
tissues [41,44]. Nuclei stained with DAPI allowed us to select several fields per tumor
section with homogeneous tissue distribution for quantification. The integrin «531 protein
expression level was quantified in each sample using the mean fluorescence intensity (MFI)
as recently described using confocal imaging for aptahistofluorescence (AHF) [44] and
for immunohistofluorescence (IHF) [41]. IHF showed similar results for FFPE and frozen
tissue sections. Similar results were also obtained via IHF and AHF for FFPE sections
(Figure 3A). These results highlight a good reproducibility of IHF regardless of tumor
section conditioning. They also emphasize the ability of aptamer H02 to detect integrin
«5B1 in human FFPE GBM sections. However, the AHF intensities of frozen sections were
too low for the detection of integrin a5p31 with aptamer H02 and to be compared with data
on FFPE sections (Figure 3A). In the subsequent phases of this study, only FFPE sections
were further studied.

3.3. Detection of Integrin a5B1 Using Apta- and Immunohistofluorescence on FFPE GBM Sections
Highlighted Inter-Tumoral Heterogeneity

A recent analysis of integrin a5 expression revealed its upregulation as a negative
prognostic biomarker of GBM; the analysis was part of a study of the relationship between
patient outcome and «5 protein expression levels in a cohort of 95 FFPE GBM sections
using IHF [41]. To define the cut-off threshold allowing one to distinguish two groups
characterized by low and high integrin «5 expression levels, the median of the MFI (MMFI)
was used. In this present study, the same method was applied to compare AHF and
IHF on 20 FFPE GBM sections, different from [41]. The distribution of data is shown in
Figure 3B, and representative images of sub-populations with IHF and AHF are shown
in Figure 3C. Two groups are clearly distinguished, both via IHF and AHF. Moreover, the
values of the ratio of high versus low MMFI were similar for IHF (1.8) and AHF (1.6) and
matched the value of 1.5 obtained by Etienne-Selloum et al. [41]. The GBM inter-tumoral
heterogeneity illustrated by these results is just as likely to be shown with antibody 1928
via IHF or aptamer H02 via AHF. These results demonstrate that imaging and quantifying
inter-patient heterogeneity based on integrin a5 1 detection is similarly achievable in FFPE
GBM sections, using either an antibody or an aptamer.
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Figure 3. Quantification of integrin a5 expression level in 20 glioblastoma tissues using immuno-
histofluorescence (IHF) and aptahistofluorescence (AHF). (A,B) Distribution of cumulative data
obtained via IHF (black) and AHF (gray) (A) of formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE; squares)
and frozen (circles) sections and (B) of FFPE sections only, considering samples showing high or low
integrin 5 expression levels expressed as arbitrary units (A.U.). Statistical analyses were performed
with Student’s t test (**** p < 0.0001; ns, not significant). (C) Representative images of low and high
integrin «5 expression staining via IHF and AHF are represented (magnification x 40). The drawings
on the left (not to scale) symbolize the detection in tumor sections using IHF (as an indirect method
of detection, with Ab 1928 and a fluorophore-conjugated secondary antibody) and AHF (as a direct
detection method, with fluorophore-coupled aptamer H02). Integrin o5 labeling is represented in red.
Nuclei were stained with DAPI (blue). Scale bar = 50 pm.

3.4. Aptahistofluorescence to Highlight Intra-Tumoral Heterogeneity

Because of it being a likely major cause of treatment resistance, we then assessed
whether intra-tumoral GBM heterogeneity could be detected separately using H02 and E07
aptamers, both of them conjugated to Cyanine 5. The data obtained with aptamers were
compared to immunological detection in FFPE tumor sections.

Equally scaled images taken with a Nanozoomer S60 slide scanner showed a very
similar staining pattern via AHF with the H02-Cy5 aptamer and via IHF with mAb 1928,
followed by a secondary antibody conjugated to Alexa 647. Figure 4A shows two sections
of the same tumor slice. Two areas could be identified, with a small and a larger number of
cells on the left and on the right of the images, respectively, showing invading cells in the
lengthwise central part. A blood vessel was visible in the right median area. As with mAb
1928, aptamer H02 allowed us to distinguish tumoral cells at the tumoral core, invading cells
at the invasion border, and the edges of a blood vessel. Integrin «5p1 is indeed expressed
by tumoral vessels besides its expression by GBM tumoral cells [46]. Light microscopy
with H&E staining of the same area is shown in Figure S2. The comparable staining
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patterns using IHF and AHF further supported the specificity of aptamer H02 labeling.
Furthermore, the representative image in Figure 4B shows mosaic protein expression, with
cells detected by aptamer H02 and with others that were not. These AHF experiments,
therefore, enabled the detection of a5+ and «5— cells within the same tumor sections,
which, to our knowledge, had never been imaged.

Ab1928

AptHO2

AptE07 HE & |H {AbE30)

— 200

HE & 1H (AbESO)

Figure 4. Imaging of intra-tumoral heterogeneity with aptamers targeting integrin o5 and EGFR.
(A) Comparison of IHF and AHF for the detection of integrin «5. Equally scaled images taken with a
Nanozoomer S60 slide scanner of two adjacent sections of the same tumor allowed us to perform a
direct comparison between the fluorescence patterns of cells stained using [HF with antibody 1928
(Ab1928) and an Alexa647-conjugated secondary antibody and using AHF with Cyanine5-conjugated
aptamer HO2 (AptHO02). Detection of integrin «5 is represented in white. DAPI staining is shown in
blue. The dotted line delimits two areas with a small and a large number of cells on the left and right
sides of the images, respectively. Another representation showing the number of cells in the two areas
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is provided in Figure S3. Scale bar = 100 um. The light microscopy result of an adjacent section is
shown in Figure S2. (B) Detection of integrin 5 using AHF. This area further shows in more detail
two zones delimited by a dotted line: no or very low integrin &5 on the left side and integrin-o5
positive cells on the right side. Magnified images are from the insert, either in single-channel mode or
in merged-channel mode. Integrin «5 was detected with Cyanine5-conjugated aptamer HO2 (AptHO02),
represented in white. DAPI staining is represented in blue. The orange and yellow squares show
cells unlabeled and labeled with aptamer H02, respectively. Scale bar = 50 um. (C,D) Comparison of
AHF (first three images) and immunohistochemistry (image on the right side) for the detection of
EGFR. The same zone of the same tumor, identified in non-adjacent sections via fluorescence and
light microscopy images, shows similar profiles for EGFR aptamer and antibody staining. Detection
was realized using AHF with Cyanine5-conjugated aptamer E07 (AptE07; in white), and nuclei were
stained with DAPI (in blue) and using immunohistochemistry with antibody E30 (AbE30) and a
horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibody. Scale bar = 200 um. Images in (D) show two
areas with high (noted with H) and low cell density.

We also compared EGFR apta- and immunodetection with the E07-Cy5 aptamer or
with antibody clone E30 and a horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibody.
The anti-EGFR antibody and methodology were those used in clinics for EGFR in vitro
diagnostic. As far as we know, aptamer E07 has never been reported to detect EGFR in
ex vivo experiments. Both the E07 aptamer and the E30 antibody are known to detect
the extracellular domain of EGFR proteins [45,47,48]. Corresponding areas from the same
tumor showed similar profiles for EGFR aptamer and antibody staining using fluorescence
and light microscopy of the tumoral core (Figure 4C) and invasive border (Figure 4D).

The detection profiles of integrin a581 and EGFR were similar using aptamers and
antibodies and revealed that the expression of these two proteins was not homogeneous
within tumor sections. The two aptamers used in this study were as effective as specific
antibodies in demonstrating the heterogeneous staining pattern within the tumor. We,
thus, validated the use of aptamers in aptafluorescence for the detection of two molecular
biomarkers and to highlight tumoral heterogeneity in FFPE GBM sections.

3.5. Multiplexing with Aptamers with Different Specificities

Since we demonstrated that aptamers H02 and E07 were separately able to detect
integrin «5B1 and EGFR, we proposed their simultaneous use in the same tissue sections.
In these multiplexing experiments, aptamer H02 was conjugated to cyanine 5 and aptamer
E07 to Alexa 488 (Figure 5A). To avoid potential hybridization between them, aptamers H02
and E07 were heat-denatured at 95 °C and renatured separately; then, they were pooled
shortly before their application to tissue sections.

Representative images of epileptic brain and GBM tissues are shown in Figure 5B,C,
respectively, and the analyses of fluorescence intensities are quantified in Figure 5D,E.
While E07 and H0O2 aptamers did not label non-tumoral tissues (Figure 5B,D), they were
efficient in detecting cells expressing EGFR and integrin a531 within the tumor. Figure 5C,E
are of particular interest. Two different patterns were observed. (i) In most areas, all cells
were labeled with the two aptamers. This result highlighted, using bioimaging, the already
known co-expression and potential crosstalk between EGFR and integrin o531 in GBM [32].
(ii) However, in some areas, such as the one shown with the gray arrow in Figure 5C,E,
one could note a lower fluorescence intensity obtained with the E07 aptamer than in the
side areas, which highlighted that dual apta-labeling was not identical among cells within
the tumor. This indicated a differentiated expression of both receptors, i.e., equal levels of
integrin a5B1 but lower levels for EGFR in this zone compared with adjacent areas.

Hence, these results showed not only areas of co-expression of EGFR and integrin
a5B1 but also areas where one of these two biomarkers was underexpressed compared
with the other, and this was made possible in patient tumor sections using multiplex
aptamer detection.
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Figure 5. Dual labeling with aptamers targeting integrin «5 and EGFR. (A) Schematic depicting detection
via AHF simultaneously using two aptamers, aptamers E07 and H02, conjugated to two different
fluorophores (not to scale). In (B,C), we show human epileptic brain and GBM tissues, respectively. DAPI
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staining is shown in blue. Detection of EGFR with Alexa 488-conjugated aptamer E07 is represented
in green. Detection of integrin «5 with Cyanine5-conjugated aptamer H02 is represented in gray.
Images in (B,C) were captured using the same settings to allow us to perform a direct comparison of
the staining intensity with a Nanozoomer S60 slide scanner. Scale bar = 100 um. (D,E) Histograms
of normalized fluorescence intensities corresponding to detection with aptamers E07 (in green) and
HO2 (in gray). Histograms in (D,E) correspond to the fluorescence intensities of B and C, respectively,
quantified along the orange diagonal arrow. Histograms show only sparse fluorescence in epileptic
tissue (D); they show, in GBM tissue (E), that areas were not uniformly labeled with both aptamers.
For example, the gray arrow in (E) shows an area strongly and faintly labeled with aptamers H02
and E07, respectively. This area corresponds to the cells pointed at by the gray arrow in (C).

4. Discussion

Tumoral heterogeneity, which encompasses both inter-tumoral heterogeneity (differ-
ences observed at the population level) and intra-tumoral heterogeneity (differences among
cells within individual tumors), affects treatment response. It is the key to understand treat-
ment failure, notably in GBM, where multiple distinct populations of tumoral cells confer
survival advantage as well as resistance to therapies and for which drug treatment remains
largely inefficient. Technical advances have helped to reveal GBM heterogeneity at the
DNA and RNA levels. However, as gene expression data do not often highly correlate with
variations in protein expression, reliable and easily implementable methods are needed
to identify molecular targets at the protein level [49]. A large amount of information is
missing in histology due to methodological and tool limitations. Though essential for a
better understanding of pathological processes and for the development of personalized
therapeutic strategies, the simultaneous detection of multiple biomarkers is not system-
atically studied [50]. The detection of multiple proteins in IHC, the standard method for
the in situ detection of FFPE tissue, is performed on consecutive sections. The localization
of different biomarkers is particularly difficult when sections are not successive, and the
co-localization of markers cannot be assessed at the level of the single cell [3]. Moreover,
antibodies, used for the last 40 years, have been proven to be at times unreliable, mainly
due to reagent variations [9]. High-quality, reliable molecules are essential for detection,
and a transition towards affinity molecules defined by their sequence has recently been
proposed [51,52]. For histofluorescence multiplexing approaches, aptamers appear to be
particularly suitable. Due to their smaller size compared with antibodies, they can better
penetrate in tissues [12]. Aptamers are chemically synthetized, which means that they do
not vary from batch to batch. Fluorophores can easily be directly conjugated to aptamers,
and these constructs are detected in multiplexing fluorescent experiments when aptamers
with different specificities are conjugated to different fluorophores. The AHF technique is
fast and easy to implement, and our results highlight its use to detect GBM heterogeneity
in FFPE tissue samples. However, a number of considerations must be taken into account
to avoid the misinterpretation of the histological data.

A very recent comparative analysis of cell-surface-targeting aptamers indicated that
the characterization of many of these molecules was largely confounded by a lack of uni-
form assessment. Kelly et al. [53] compared the ability of 15 different aptamers from the
literature and surveyed them particularly for their in vitro cell-binding capacities. The
targets included PSMA, EGFR, hTfR, HER2, AXL, EpCAM, and PTK?. Only 5 out of the
15 aptamers showed receptor-specific activity, and among these five aptamers was aptamer
E07, which supported the selection of this aptamer in our experiments. As in this study,
we considered the use of well-documented aptamers to be important, particularly those
studied for their binding to identified biomarkers on cells, to have a better chance to find
them to be suitable for histological detection. Aptamers are identified through an in vitro
evolution process called SELEX, which stands for ‘Systematic Evolution of Ligands by
EXponential Enrichment’ [54,55]. It starts with an initial RNA or ssDNA library containing
10'*-10"5 oligonucleotides and involves iterative cycles of selection towards targets, includ-
ing small molecules, proteins, peptides, toxins, whole cells, and tissues. Different SELEX
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processes have been developed for the selection of aptamers targeting tumor biomarkers,
with the two main ones being protein- and cell-SELEX [56]. Another selection method
allows one to identify aptamers on tissues, called tissue-SELEX. This method is the best
suited for further applications of selected aptamers in histology. However, the a posteriori
identification of molecular targets has rarely been performed [18,57] and is difficult to
achieve. In our study, we, therefore, chose aptamers already well characterized in the
literature for their cell-binding properties, namely, aptamers E07 and H02. Moreover,
upstream of histofluorescence, we supplemented published data with cytofluorescence
experiments using flow cytometry and confocal imaging. We used appropriate receptor-
expressing GBM cells and included negative cells for receptor expression (Figure 2). The
affinities of aptamers for their targets were determined under conditions that were as
close as possible to ‘natural’ conditions (i.e., affinities for cells). We showed that Kp of
aptamer HO2 differed 3.8-fold in the interactions aptamer-recombinant integrin «581 and
aptamer—cell [44]. This difference was much higher for aptamer E07, as a very high binding
affinity (2.4 £+ 0.2 nM) was determined for the interaction between [x-32P]-ATP-labeled
aptamer E07 and the recombinant human EGFR protein using filter binding assays [45],
while much lower affinities were determined for the interaction between aptamer E07 and
the U87 EGFR WT cell line (Table 1;208.7 + 45.6 nM) or EGFR-expressing pancreatic cells
(26—67 nM [48]). These differences may have certainly been due to the different techniques
used, but they may have also been due to the differences in the conformations of soluble
recombinant proteins and cell-surface proteins, to the functional bioavailability of receptors
in a cellular context, and thus to the different SELEX process used for aptamer identification,
i.e., hybrid-SELEX, composed of cell- and protein-SELEXs, and protein-SELEX, for the
identification of aptamers H02 [44] and E07 [45], respectively. Nevertheless, the cellular
affinities determined in our study were of the same order of magnitude as those reported
in the literature for the interaction of most aptamers targeting cell-surface receptors [56].

Then, since aptamers, similarly to antibodies, might recognize epitopes on cells and
not on FFPE tissues, immunolabeling was conducted alongside aptahistofluorescence with
antibodies and aptamers with the same specificities (Figures 3 and 4). An indirect method
was used for immunolabeling, which consisted of the successive incubation of anti-a5
or anti-EGFR antibodies followed by secondary antibodies. AHF is a direct method, as
aptamers are directly conjugated to fluorophores; it is, therefore, faster than IHC. The
binding intensities determined using AHF correlated with the localization of EGFR and
integrin a5p1 detected using immunolabeling. Moreover, the labeling of GBM tissues
with aptamer HO2 targeting integrin 531 confirmed the results previously obtained with
anti-integrin a5B1 antibody 1928 [41], highlighting inter-patient heterogeneity. In our
study, we did not observe the superior staining of a single aptamer compared with primary
antibody staining, as recently described by Gomes de Castro et al. using super-resolution
microscopy [58], but rather similar staining for cell receptors was detected with aptamers in
comparison with antibodies using confocal imaging and a digital slide scanner. Within the
same GBM section, by means of AHF using H02, we observed intra-tumoral heterogeneity,
showing that different regions of the same tumor contained cells with different protein
expression levels. Different areas were observed: (i) some very intensely labeled in the
tumoral core and in perivascular areas and (ii) others with less labeling in the tumor
periphery, where invading cells could be detected, (iii) but also areas with cells that did not
express integrin oa531.

Last but not least, the issue of autofluorescence must be considered before performing
AHF and/or IHF experiments on tissues, as it complicates the data analyses. The natural
fluorescence of red blood cells occurs at several wavelengths, so the distinction between
test fluorescence and endogenous fluorescence is difficult [59]. Areas and at times even
whole tumor sections that were highly necrotic could not be analyzed in AHF and IHF
with fluorescent reporters that absorbed light at wavelengths below 600 nm. Practically,
classical controls were performed; these consisted of the analysis of slices stained with DAPI
alone or without the addition of primary antibodies for immunolabeling experiments and
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imaged with three filters. In addition, for EGFR and integrin «5p1 detection, we performed
experiments with secondary antibodies and aptamers, both conjugated to Cyanine 5 or
Alexa 647, as autofluorescence was absent, with far-red-emitting dyes (optical windows
above 600 nm, as recommended [59]). Thus the selectiveness of the aptamers could be
analyzed and compared to that of the antibodies in adjacent slices. For multiplexing
experiments, to simultaneously detect integrin a5B1 and EGFR in the same slice, we
used aptamer HO2 conjugated to Cyanine 5 and aptamer E07 conjugated to Alexa 488,
respectively. Hence, the use of the E07 aptamer conjugated to cyanine 5 or Alexa 488
allowed the data to be compared, thus invalidating areas with autofluorescence.

A few studies describe aptamers for multiplexing experiments. For example, the
seminal paper by Dr. Zu and his team showed the combination of an aptamer targeting
CD4 and antibodies to phenotype cells from lymph nodes, bone marrow, and pleural
fluid [60]. However, to our knowledge, only one other multiplexing study simultaneously
combining two or more aptamers on pathological human solid tissue has been carried out
so far. Zamay and collaborators identified three DNA aptamers to post-operative lung
carcinoma tissues [61], described their use in AHC for tumoral tissue characterization,
and proposed that a pair of aptamers able to bind to tumor stroma be used for tumor
intraoperative visualization [18]. In our study, having ensured that H02 and E07 aptamers
could detect integrin o531 and EGFR, respectively, on cells and tissues, having compared
their tissue detection efficiency to that of antibodies specific to integrin «581 and EGFR,
and having checked their tissue binding profile when coupled to different fluorophores,
we finally evaluated them in multiplexing experiments. The multi-detection experiments
consisted in simultaneously labeling the two biomarkers, integrin a531 and EGFR, with the
two aptamers, H02 and E07, covalently conjugated to two different fluorophores emitting
at different and non-overlapping wavelengths (Alexa 488 for E07 and Cyanine 5 for H02).
In practice, the aptamers were heated and then cooled separately to avoid inter-aptamer
pairing; then, they were mixed and deposited on the GBM sections. Our results on human
GBM tumoral tissues showed two different profiles: homogeneous or heterogeneous
staining (Figure 5). The labeling of cells with both H02 and E07 aptamers suggested that
they expressed both integrin 581 and EGFR. Other tumor areas showed a less uniform
pattern, with one of the two biomarkers being underexpressed.

Our data indicated that AHF was as sensitive as immunodetection and could be
used to simultaneously detect biomarkers in the same tumor section and to reveal the
spatial proximity between them. This study showed for the first time the application of
fluorescent aptamers in multiplexing imaging experiments to label two biomarkers in
human GBM tissues. These results confirmed functional results establishing a cross-talk
between integrins and EGFR in several tumors, including gliomas [32,62], and raised the
possibility that for EGFR- and integrin a5p1-positive patients, combined therapies based
on the dual inhibition of both receptors might be of interest.

5. Conclusions

Though the road to using aptamers for the measurement of biomarker expression in
tumors is still long, as only a few studies on aptamers have been conducted, our results
confirm that aptamers could be alternative molecular probes for histology. Their unique
properties would offer advantages in clinics over antibodies, such as shorter reaction time,
identical or higher labeling properties, no cross-immunoreactivity issues, and far from
being the least, the possibility of easy multiplex analyses, without stripping, of the same
section, thus also reducing the need for valuable precious materials such as those from
rare donors. We demonstrated the application value of AHF in the detection of integrin
a5p1 and EGFR, two biomarkers with wide-ranging cooperation in GBM. We believe that
aptamers might have a role to play in multiplexing experiments either using multiple
aptamers or through combinations of aptamers/antibodies for the detection of different
biomarkers, as alternatives to classical IHC for tumor diagnosis, representing a step towards
the multiparameter analysis of whole section tissues.
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Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/ pharmaceutics14101980/s1, Table S1: Information on aptamers
used in this study, Figure S1: Detection of EGFR using IHF and AHF in MCF7 and MDA-MB-231
cells, Figure S2: Light microscopy with H&E dye of a section adjacent to that shown in Figure 4,
Figure S3: Surface plot showing the intensity profile of cells represented in Figure 4A.
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Caractérisation & vectorisation de nouvelles molécules anti-infectieuses
issues de la pharmacopée médiévale arabe.

Résumé
Depuis ’antiquité, ’homme a su exploiter la diversité de son environnement pour ses besoins quotidiens (se nourrir,

soulager ses souffrances physiques...) se basant sur des ingrédients naturels. Cette thése porte plus particuliérement sur
I’étude et la valorisation de pharmacopées anciennes a travers des outils technologiques modernes. Dans un premier
temps, des arguments en faveur d’une rationalité dans leur élaboration ont ¢ét¢ rassemblés et analysés. Deux remedes
issus de la pharmacopée médiévale arabe et prescrits contre des infections cutanées ont été étudiés. Le premier, simple
et a base de métaux, a montré une synergie d’action a la fois antibactérienne contre les bactéries d’E. coli, P. aeruginosa
et S. aureus, et anti-inflammatoire. Cette synergie est probablement 'une des clés de I'efficacité de ces thérapies
anciennes. Le deuxiéme, encore en cours d’étude, nous a permis de lancer des études sur le pouvoir chélateur de fer de
ces remedes : certains ingrédients peuvent en effet priver les bactéries de fer, élément essentiel a leur survie. Enfin, dans
une perspective de stratégie de vectorisation, nous avons ¢tudié par microscopie confocale, les propriétés de liaison
d’aptameres aux bactéries PAOI, E. coli et S. aureus. Les aptaméres sont des oligonucléotides ADN ou ARN simple
brin, considérés comme alternatifs aux anticorps. Nous avons identifié deux aptameéres (issus de la littérature) liant
respectivement les bactéries PAO1 et E. coli. L’un de ces aptameéres permet de discriminer les PAO1 de S. aureus. Une
perspective directe et concréte de mon projet sera de vectoriser les molécules actives issues des remedes sélectionnés et
étudiés dans cette thése, apres leur fractionnement, grace a des aptameéres.

Mots clefs : Antibiorésistance, aptameres, bactéries pathogénes, pharmacopée médié¢vale arabe.

Abstract

Throughout history, humans have always known how to exploit the diversity of the environment for daily needs (to feed
themselves, to relieve their suffering...), based on therapeutic remedies. This thesis specifically focuses on the study and
valorization of ancient pharmacopoeias using modern technological tools. Firstly, arguments in favor of a rationale in
their formulation have been gathered and analyzed. Two remedies derived from medieval Arab pharmacopoeia and
prescribed for skin infections were studied. The first one, simple and metal-based, demonstrated a dual action as
antibacterial against E. coli, P. aeruginosa, and S. aureus bacteria and as anti-inflammatory. This synergy is likely one
of the keys to the effectiveness of these ancient therapies. The second remedy, still under study, enabled us to initiate
research on the chelating power of iron of these remedies: certain ingredients can indeed deprive bacteria of iron, an
essential element for their survival. Finally, in the context of a vectorization strategy, we investigated, using confocal
microscopy, the binding properties of aptamers to PAOI, E. coli, and S. aureus bacteria. Aptamers are single-stranded
DNA or RNA oligonucleotides, considered as alternatives to antibodies. We identified two aptamers (from the literature)
that respectively bind to PAO1 and E. coli bacteria. One of these aptamers allows to discriminate between PAO1 and S.
aureus. A concrete perspective of my project will be to vectorize the active molecules derived from the selected and
studied remedies in this thesis, after their fractionation, using aptamers.

Keywords: Antibiotic resistance, aptamers, medieval Arab pharmacopoeia, pathogen bacteria
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