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Liste des abréviations

ABTS : Acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)
ADN : Acide désoxyribonucléique

ACN : Acétonitrile

AMESs: Aminoglycoside modifying enzymes

AMPc: Adenosine monophosphate cyclique

ARN : Acide ribonucléique

ASO : Anion superoxide

ATCC : American Type Culture Collection

AUS : Aurésidine synthase

BHI : Brain-Heart infusion (Bouillon Cceur-cervelle)
BoNT : Toxine botulique

CPE : C. perfringens enterotoxine

CCM : Chromatographie sur couche mince

CC/U : Chlorure de choline/Uree

CDCl3: Chloroforme

CDT : C. difficile toxine

CIP : Collection de I’institur Pasteur

CMI : Concentration minimale inhibitrice

DAM : DNA Adénine méthylase

DHFR : Dihydrofolate réductase

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle medium

DMF : N,N-Diméthylformamide

DMSO : Diméthylsulfoxide

DPPH : 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle

DSMZ : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
EDTA : Acide éthylenediaminetétraacétique

EGMs : Eléments génétiques mobiles

Erm : Erythromycin ribosomal méthylase
ESKAPE : Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp
EtOAC : Acétate d’éthyle

EtOH : Ethanol

IC 50 : Concentration inhibitrice & 50%

IL-1-B : Interleukine 1-f

IL-6 : Interleukine 6

IL-8 : Interleukine 8

IV : Intraveineux

HCV : Virus de I’hépatite B

hvKP : K. pneumoniae hypervirulent

LOX : Lipoxygénase

LPS : Lipopolysaccharides

LUC : Luciférase

MDR : Résistant a plusieurs médicaments

MeOH : Méthanol

MH : Sérum de Mueller-Hitton

NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide réduit
NBS : N-bromosuccinimide

NBT : NitroBlue Tetrazolium



NetB : Necrotic enteritis B-like toxin

NF«B : Nuclear factor « B

OmpA : Outter membrane protein A

OMS : Organisation mondiale de la santé

PBS : Phosphate-buffered saline (tampon phosphate salin)
PDTC : Ammonium pyrrolidinedithiocarbamate

pH : Potentiel Hydrogene

PHC :2’,4°,6’,3,4-pentahydroxychalcone

PMS : Phenazine methosulphate

PPO : Polyphénol oxydase

Rpm : Rotation per minute (Tours par minute)

PRX : Péroxydase

Qnr : Quinolone resistance genes (genes de résistance aux Quinolones)
RMN : Résonance magnétique nucléaire

RmpA : Regulator of mucoid phenotype A

ROS : Reactive oxygen species (Espéces réactives oxygénées)
SARM (MRSA) : S. aureus méticilline résistant

SARV (VRSA) : S. aureus vancomycine résistant

SVF (FBS) : Sérum de veau feetal

THF : Tétrahydrofurane

TK : Time-Kill

TLR4 : Toll-Like receptor 4

TNFa : Facteur de Nécrose Tumorale alpha

TTN : Trinitrate de thallium (I11)

TTSS : Systéme de sécrétion de type Il

UV : Ultra-violet

VISA : Vancomycin Intermediate Staphylococcus aureus
VRE : Entérocoque résistant a la vancomyc
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1 Introduction

En 1928, Alexander Fleming découvre la Pénicilline, premier antibiotique qui changera
I’histoire de la médecine et sera notamment tres utilisé par les alliés pendant la seconde guerre
mondiale (1). Par la suite, de nombreuses nouvelles familles d’antibiotiques seront découvertes.
La plupart de celles-ci constituent encore la majorité de ’arsenal thérapeutique actuel. Ces
molécules ont permis d’élargir le spectre d’activité des antibiotiques et, depuis les années

cinquante, le catalogue des antibiotiques disponibles ne cesse de s’étoffer.

Naturellement, cela a proportionnellement entrainé une augmentation de 1’usage de ces
antibiotiques en médecine humaine mais plus encore en médecine vétérinaire. L’utilisation
intensive d’antibiotiques dans les élevages d’animaux destinés a la consommation a d’abord eu
un effet bénéfique en permettant d’augmenter fortement la production et 1’approvisionnement

en denrées alimentaires (2).

Cependant cette surconsommation dans 1’industrie agro-alimentaire a conduit a 1’apparition
d’un nombre croissant de souches résistantes. Si, en premier lieu, ces souches apparaissent dans
les élevages, elles ne tardent pas a se propager chez I’Homme causant les premiers cas
d’infections par des bactéries résistantes aux Tétracyclines ou aux Pénicillines. En effet, ces
molécules sont prescrites a la fois chez I’Homme et chez 1’animal, comme 40% des
antibiotiques disponibles sur le marché. Malgré différents rapports et lois régulant I’utilisation
des antibiotiques a usage vétérinaire dans les pays les plus industrialisés, I’apparition de ces

résistances n’a depuis cessée d’augmenter.

La situation bactériologique actuelle se caractérise par une augmentation constante des
résistances observées chez de nombreux pathogenes, touchant principalement les patients les
plus vulnérables mais également les patients immunocompétents. Les prédictions les plus
pessimistes estiment que d’ici 2050, le taux de décés imputable aux infections bactériennes sera
de 10 millions, dépassant ainsi les 8 millions de décés attendus imputables aux cancers. A titre
de comparaison, en 2018, on estime a environ 700 000 le nombre de déces lié aux infections

bactériennes (3).

Il est également intéressant de noter la baisse du nombre d’antibiotiques mis sur le marché ces
derniéres années. Depuis 2017, seuls 12 nouveaux antibiotiques ont été approuvés et parmi ces
derniers, 10 font parties de familles déja connues et apportent moins de plus-value que des

antibiotiques avec des mécanismes atypiques. Si on s’intéresse aux molécules en voie de
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développement, le constat est similaire. En 2021, 77 nouveaux antibiotiques étaient en cours de
développement. Ce nombre est comparable a celui de 2017. En revanche le nombre
d’antibiotiques visant des cibles prioritaires de I’OMS est lui en 1égére baisse, 31 en 2017 contre
27 en 2021. Parmi les 27 antibiotiques cités précédemment seuls 6 remplissent au moins un des
critéeres d’innovation de ’OMS. 11 est toutefois intéressant de noter que plusieurs de ces
traitements correspondent a des thérapies non conventionnelles comme par exemple des
bactériophages ou des anticorps monoclonaux. Ces nouvelles stratégies pourraient ouvrir la

voie a de nouvelles solutions (4).

L’une des réponses possibles a ces problématiques est la recherche de nouvelles structures
potentiellement antibactériennes. Au sein de la famille des flavonoides, plusieurs sous-familles
comme les flavones (5,6), flavanones (7,8) et chalcones (9,10) ont été testées a cet effet. En
revanche, une sous-famille a été comparativement peu étudiée dans ce domaine, il s’agit des

aurones.

Les aurones sont une sous-famille des flavonoides caractérisees par la présence d’un
hétérocycle B a 5 atomes plutét que le traditionnel cycle B & 6 atomes des flavonoides
(exception faites des chalcones). Olleik et al ont démontré que ces aurones pouvaient avoir des

effets antibactériens intéressants notamment sur des pathogenes Gram-positif (11).

Le but de cette étude est donc de développer de nouveaux dérivés basés sur la structure des
aurones et de les tester sur plusieurs pathogenes (Gram-positif, Gram-négatif, mycobactéries et
champignons). Pour cela une dizaine de aminoaurones et acetamidoaurones seront synthétisées.
Le choix s’est porté sur des aminoaurones et leurs dérivées car la plupart des aurones testées en
antibactériens précédemment sont porteuses de substitutions identiques a celles des aurones
naturelles. Or, pour le moment aucune aurone naturelle porteuse de groupement amine et
acetamide n’a été isolée. Le but est donc de caractériser les effets de substitutions originales sur

les aurones.

Dans un premier temps, les aurones synthétisées seront testées contre un panel réduit de
pathogénes. A la suite de ce premier criblage, les composés les plus actifs seront sélectionnés
pour étre testés sur un nombre plus important de pathogénes. Dans un second temps, 1’activité
cytotoxique sur des lignées immortalisées saines et tumorales des composés sélectionnés sera
également évaluée. Finalement, une derniére étude visant a également caractériser leur effet

anti-inflammatoire sera mise en place.
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Ce travail rend compte de ces différentes études et s’organise en plusieurs parties. Dans un
premier temps il s’attardera sur les différents pathogénes testés et leurs mécanismes de
résistance. Dans un second temps, nous présenterons les aurones, leurs origines et leurs activités

biologiques puis enfin nous détaillerons la partie expérimentale et les résultats obtenus.
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2 Etat de ’art

2.1 Bactéries, résistances et épidémiologie

2.1.1 Résistances bactériennes

Les résistance bactériennes peuvent étre classifiées en trois catégories: les résistances

intrinséques, les résistances acquises ou les résistances adaptatives (12).

2.1.1.1 Reésistances intrinséques

La résistance intrinséque définit les mécanismes que met en jeu une bactérie inhérents a ses
propriétés physiologiques. Un exemple classique est la résistance des Gram-négatif aux
glycopeptides due a la présence de la membrane externe. En général ces résistances sont peu
préoccupantes puisqu’elles sont directement prises en compte lors du développement d’un
antibiotique. Un traitement ne sera pas prescrit si la bactérie est susceptible de résister a un
antibiotique grace a ses résistances intrinseques. Pour revenir a 1’exemple précédent, les
glycopeptides comme la Vancomycine et la Teicoplanine ne sont pas indiqués dans le

traitement d’infections & bactéries Gram négatif.

2.1.1.2 Résistances acquises

Les résistances acquises regroupent les mécanismes développés par une bactérie,
précédemment sensible, pour résister a un antibiotique. Cela peut se faire de deux maniéres
différentes. Soit par mutation génétique soit par acquisition de matériel génétique via une source
exogene. Ces deux méthodes sont aussi appelées respectivement transfert vertical et transfert
horizontal. Les transferts horizontaux se font principalement par trois mécanismes: la

transformation, la conjugaison et la transduction de genes (13,14).

La transformation consiste en la pénétration de fragments d’ADN libres issus d’une bactérie
morte dans une bactérie hote. Ces fragments d’ADN vont étre incorporés dans le matériel

génétique de la bactérie hote, pouvant ainsi lui faire acquérir de nouvelles résistances.

La conjugaison est le transfert de matériel génétique entre deux bactéries par contact physique
direct. Lors de ce contact, il y a formation d’un pilus par lequel la bactérie donneuse fait transiter
un plasmide. C’est sans aucun doute le mécanisme le plus important et le plus courant dans ce
type de résistance. Il est d’autant plus important que les facteurs de multirésistances sont

souvent situés sur un seul et méme plasmide.
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La derniére méthode pouvant étre utilisée lors de transferts horizontaux de matériels génétiques
est la transduction. Cette derniére implique la transmission de matériels génétiques entre

bactéries par I’intermédiaire d’un bactériophage.

Les résistances acquises sont donc les plus dangereuses, a la fois par leur caractere imprévisible

et par la diversité des stratégies déployées par la bactérie.

2.1.1.3 Résistances adaptatives

Les résistances adaptatives regroupent un ensemble de résistances induites par des facteurs
environnementaux. Parmi ceux-ci, on peut citer le pH, le stress, le stade de croissance, la
concentration ionique ou encore, le plus souvent, I’exposition a une concentration a un
antibiotiques a dose infra thérapeutique. Contrairement aux autres modeles de résistances, les
résistances adaptatives sont souvent réversibles et disparaissent lorsque le facteur
environnemental disparait. On les attribue le plus souvent a des modifications épigénétiques,
ce qui explique leur présence transitoire. La méthylation de certains génes par la DAM

méthylase jouerait un rdle clef dans ces mécanismes adaptatifs (15).

Elles représentent donc un risque relativement modéré de résistances mais necessitent tout de
méme une surveillance, notamment en ce qui concerne les concentrations non inhibitoires

d’antibiotiques, comme par exemple dans des réservoirs d’eau contaminés (16,17).

2.1.2 Mécanismes d’action des résistances

L’acquisition de ces résistances par des bactéries se fait donc par les trois principaux
mecanismes vus précédemment. La résultante en est la destruction, I’inactivation ou la
neutralisation du principe actif. Pour cela les bactéries peuvent déployer des myriades de

mécanismes.

2.1.2.1 Destruction de I’antibiotique

La destruction de I’antibiotique regroupe tous les mécanismes capables de détruire
chimiquement un principe actif, la plupart du temps grace a des enzymes. Ces enzymes sont
capables de briser la structure chimique de la molécule active en cassant des liaisons chimiques
clefs. L’exemple le plus connu et le plus représentatif de destruction d’antibiotique est, sans
aucun doute, représenté par les B-lactamases. Ces enzymes présentes chez de nombreux
pathogenes sont capables de détruire la liaison amide du cycle des B-lactamines (18). Il s’agit

de la résistance la plus couramment rencontrée, notamment chez les bactéries Gram négatif. I
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existe d’autres enzymes capables d’inactiver des antibiotiques de maniére plus spécifique
comme les céphalosporinases et les carbapénemases (19). Néanmoins, du fait de leur similarité,

toutes ces enzymes sont le plus souvent regroupées sous le nom de p-lactamases.

2.1.2.2 Modification de I’antibiotique

Un autre mécanisme de résistance mettant en jeu des enzymes est la modification de la structure
chimique de I’antibiotique. Cela passe par des réactions de phosphorylation adénylation ou
encore d’acétylation. L’exemple le plus probant est celui des aminosides qui vont étre
structurellement modifiés par des Aminosides modifying enzymes. Ces modifications vont
engendrer une perte de 1’affinité de I’antibiotique pour la cible, et ainsi une baisse de 1’activité.
Les genes codant pour ces genres d’enzymes sont situés sur un élément génétique mobile et
sont donc potentiellement présents chez toutes les souches de bactéries. En effet, les EGMs,
parmi lesquels on retrouve entre autre les plasmides, sont des éléments du code génétique non

fixes et donc capables de facilement se transmettre entre bactéries (20).

Une autre possibilité pour la bactérie est de modifier des enzymes nécessaires au bon
fonctionnement d’un antibiotique. Par exemple, la Nitrofurantoine nécessite d’étre réduite par
les réductases intra bactériennes pour étre active (21). Il a été démontré que des bactéries
possédaient une mutation sur les génes des nitroréductases rendant impossible 1’activation de

la Nitrofurantoine (22).

2.1.2.3 Modification de la cible

L’alternative pour les bactéries a la neutralisation de I’antibiotique est 1’adaptation de ses
structures. L’un des exemples de ce type de mécanismes de résistance est la modification de la
protéine cible. Une mutation génétique peut provoquer la modification de la structure de la
protéine. Or, une modification, que ce soit sur la structure primaire, secondaire ou tertiaire de
la protéine peut diminuer fortement 1’affinité de 1’antibiotique pour cette cible voire rendre
I’interaction impossible. Un exemple est la mutation du géne codant pour le domaine V de
I’ ARN ribosomique 23S. Cet ARN ribosomique est la cible de plusieurs antibiotiques comme
le Linézolide ou encore le Chloramphénicol. La modification du domaine V empéche
I’interaction entre I’ARN et 1’antibiotique, rendant le traitement inefficace. Une modification
des structures L3 et L4 qui bordent le site de liaison du Linézolide a I’ARN bloque également

I’activité de ce dernier (23).
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2.1.2.4 Protection de la cible

Une alternative a la modification de la cible est la stratégie de protection de la cible. L un des
exemples de ce genre de résistance sont les protéines Qnr. Ces protéines, responsables de
résistances aux Fluoroguinolones, que 1’on retrouve a la fois chez certains Gram positif et Gram
négatif, agissent comme des analogues de I’ADN. Ainsi, elles se fixent a la topoisomérase 1V

et a la gyrase, protégeant ainsi le site d’action des Fluoroquinolones, les rendant inactives (24).

2.1.2.5 Surproduction de la cible

La quantité de cible produite par la bactérie peut jouer un réle clef dans les stratégies de
résistance d’une bactérie. En effet, si cette derniére surproduit la cible de 1’antibiotique, celui-
ci ne sera pas inhibé mais sera en quantité insuffisante pour bloquer tous les sites. C’est le cas
chez certains E. coli qui surproduisent la dihydrofolate réductase (DHFR), ainsi la dose de

Triméthoprime délivrée devient insuffisante (25).

2.1.2.6 Impermeabilisation de la membrane externe

Les bactéries Gram négatif possédent, contrairement aux bactéries Gram positif, une membrane
extérieure. Cette membrane procure intrinsequement une meilleure résistance a certains
antibiotiques en étant naturellement imperméable a ces derniers. La modification de la
perméabilité de cette membrane a également été observée (26). La porte d’entrée a travers la
membrane pour la plupart des antibiotiques sont les porines. Ces petites molécules forment des
canaux a travers la membrane et permettent le passage de certaines molécules. Le type et le
nombre de canaux disponibles sur la membrane peut varier et ainsi affecter la pénétration de
I’antibiotique au sein de la cellule bactérienne. Les mutations qui modifient le nombre et altére
la structure de ces porines sont le plus souvent responsables de résistances relativement faibles.
En revanche, elles peuvent favoriser 1’apparition d’autres résistances, puis fonctionner en

coopération avec ces nouvelles résistances (27).

2.1.2.7 Production de pompes d’efflux

Les pompes d’efflux sont des protéines présentes dans la membrane cytoplasmique capables de
pomper en dehors de la cellule certaines molécules, la plupart du temps toxiques pour
I’organisme. Ces pompes représentent un mécanisme de résistance extrémement problématique
car elles sont souvent capables d’effluer des composés sans aucun lien entre eux, favorisant

ainsi I’acquisition de multi-résistances chez les organismes Gram positif comme Gram négatif.
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La premiére pompe d’efflux, spécifique aux tétracyclines, fut découverte en 1980 chez E. coli

(28). Depuis de nombreuses autres pompes d’efflux ont été découvertes par la suite.

2.1.2.8 Adaptation de la cellule

Certains mécanismes de résistance impliquent la modification plus globale de la cellule,
contrairement aux changements précédents qui impliquent la modification d’un facteur en
particulier. La résistance acquise par certains enterococci a la Daptomycine en est un des
exemples les plus criant. La Daptomycine tue les bactéries en modifiant ’homéostasie de la
membrane cellulaire. Des mutations dans les genes codant dans la régulation du métabolisme
des phospholipides et de I’homéostasic membranaire ont été associées a des résistances a cet
antibiotique (23,29).

2.1.2.9 Données épidémiologiques et mesures

Les types de résistance bactérienne sont donc nombreux et variés, impliquant des mécanismes
complexes. Aujourd’hui, aux Etats-Unis, prés de 2 millions d’infections et 29 000 déces par an
(30) sont attribués aux résistances aux antibiotiques. En Europe, les résistances bactériennes
engendrent le déces d’environ 33 000 malades par an (31). Les colts pour la société en rapport
avec ces infections s’¢élevent a plusieurs milliards de dollars. Dans les pays les moins
développés les données ne sont pas toujours disponibles mais la situation serait & minima

équivalente.

A la lumieére de ces données, ’OMS en 2017, a publié un classement des souches bactériennes
pour lesquelles il devient urgent de trouver des alternatives thérapeutiques. Ces bactéries sont
classées en trois catégories : souches a priorité critique, souches a priorité élevée et souches a
priorité modérée (32). Parmi toutes les souches classifiées, six souches se démarquent comme
étant les plus @ méme de représenter un risque important d’épidémie. Quatre souches dites de
priorité critique : A. baumannii et P. aeruginosa carbapénéme résistants, K. pneumoniae
résistant aux céphalosporines de 3eme génération et Enterobacter spp, ainsi que deux souches
du groupe a priorité élevée : E. faecium résistant a la vancomycine et S. aureus résistant a la
méticilline et a la vancomycine. Ces souches constituent le groupe ESKAPE, chaque lettre
correspondant a I’initiale de chaque pathogéne. E. coli est parfois ajouté a cette liste méme si

les risques vis-a-vis de cette souche sont moindres.

Dans ce contexte, la nécessité d’avoir de nouvelles molécules antibactériennes est importante.

Les aurones pourraient étre une des réponses possibles. C’est donc principalement sur ces
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pathogénes que cette étude se concentrera. La partie qui suit a pour rdle de les décrire ainsi que

leurs mécanismes de résistances.

2.1.3 Bactéries d’intérét

2.1.3.1 Enterobacter species

Les membres du genre Enterobacter sont des bactéries de type bacille a Gram négatif et
mesurent le plus souvent 2 um de long. Elles sont anaérobies facultatives et sont dotées de
flagelles péritriches grace auxquels elles se déplacent. Toutes les espéces sont catalase-positives
et oxydase-négatives, positives a 1’ornithine décarboxylase et fermentent le mannitol. Ce sont
des bactéries commensales du microbiote intestinal humain et animal (33). 22 bactéries du
genre Enterobacter ont, a ce jour, été découvertes : E. aerogenes, E. amnigenus, E. arachidis,
E. asburiae, E. carcinogenus, E. cloacae, E. cowanii, E. dissolvans, E. gergoviae, E. helveticus,
E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii, E. mori, E. nimipressuralis, E. oryzae, E. pulveris, E.

pyrinus, E. radicincitans, E. soli, E. taylorae et E. turicensis. (33,34).

Ce sont des pathogénes environnementaux, que 1’on retrouve couramment dans 1’eau, les
canalisations, le sol, les plantes ou les excréments d’animaux (35). Certains d’entre eux ont une
propension a croitre sur du matériel médical comme des sondes ou des cathéters (36). E. cloacae
a été retrouvé sur certains aliments et dans de I’eau potable (37). Dugleux et al, décrivent une
épidémie de septicémies a E. cloacae mettant en cause des préparations parentérales stockées
dans un réfrigérateur (38). Un autre réservoir important du genre Enterobacter est I’Homme
lui-méme. Des échantillons des différents membres de 1’espéce ont été retrouvés dans des
échantillons d’urine, des prélévements respiratoires, du sang ou encore sur la peau de patients
sains (39). Evidemment, la source principale reste le tractus intestinal, Enterobacter en étant un

commensal.

Sur le plan clinique, le genre Enterobacter a pris une importance toute particuliére au cours des
dernieres décennies en étant responsable d’un nombre croissant d’infections nosocomiales
essentiellement dans les services de réanimation (40,41). Les espéces les plus souvent
retrouvées au sein des prélévements sont Enterobacter aerogenes, E. cloacae, et E. hormaechei.
La grande majorité des infections touche des patients immunodéprimés. Un grand nombre de
ces agents pathogenes a acquis des résistances multiples par plusieurs mécanismes. Le premier
est la résistance intrinséque du genre a I’ Ampicilline, I’Amoxicilline, les céphalosporines de
premiére génération et la Cefoxitine qui s’explique par I’expression d’une j-lactamase AMPc

(42). Le deuxiéme facteur est une combinaison de 1’importante capacité d’Enterobacter a
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acquérir des génes de résistance et de virulence, et I'utilisation abusive d’antibiotiques a spectre

large (43,44).

Comparativement aux autres pathogénes ESKAPE, relativement peu d’études ont été menées
pour élucider les facteurs de pathogeénicité du genre. Malgré cela, il est tres probable que le role
des flagelles dont ils sont dotés ne s’arréte pas a la mobilité. De récentes études démontrent
qu’elles rentrent en jeu dans d’autres mécanismes comme par exemple la formation de biofilms,
I’export de protéines ou encore dans I’adhésion (45). Certains facteurs de virulence ont
néanmoins été isolés, et parmi ces derniers des toxines comme les entérotoxines, des a-
hémolysines et d’autres cytotoxines proches des shigatoxines (46,47). Comme d’autres
bactéries Gram négatif, Enterobacter est doté d’un systéeme de sécrétion de type Il (TTSS),
reconnu comme étant un facteur de virulence (47). Des études ont également pu mettre en

évidence des phénomeénes d’induction d’apoptose chez certaines cellules humaines (48).

Les epidémies nosocomiales a Enterobacter correspondent a plus 5% des bactériémies, 5% des
pneumonies, 4% des infections urinaires et pres de 10% des péritonites post-opératoires. Mais
elles sont également responsables de septicémies, méningites et surinfections de plaies (49). Ce

sont I’ensemble de ces raisons qui a poussé I’OMS a la classer comme bactérie prioritaire.

2.1.3.2 Staphylococcus aureus Vancomycine et Méticilline résistant

Staphylococcus aureus est un coccus Gram positif, d’environ 1 um de diamétre et immobile. Il
possede une capsule polysaccharidique et apparait souvent sous forme de grappes. C’est une
bactérie anaérobie facultative, catalase positive, oxydase négative, capable de fermenter le
glucose. C’est un germe ubiquitaire et commensal de I’Homme, chez qui il peut également
avoir une action symbiotique, mais également un pathogéne opportuniste. On le retrouve chez
27% des individus sains, au niveau de la fosse nasale, mais également au niveau de la peau, du

périnée et du tractus digestif (50).

S. aureus fut I’un des premiers pathogenes décrits, ce qui s’explique essentiellement par le fait
qu’il est, encore aujourd’hui, I'une des causes d’infections les plus communes. Il est
responsable entre autres d’infections de la peau, des tissus mous, de bactériémies,
d’endocardites, d’ostéomyeélites ou encore d’infections des voies respiratoires inférieures. C’est
également un pathogene souvent en cause lors d’infections impliquant du matériel médical,

comme par exemple lors de bactériémies associées aux cathéters centraux (51-54). La plupart
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des infections & S. aureus sont nosocomiales mais de plus en plus d’infections communautaires

sont recensées (55).

S. aureus est muni de fagon intrinseque de plusieurs mécanismes de résistance. Il posséde ou
peut facilement acquérir des systemes d’efflux, une capacité a produire un nombre relativement
important de B-lactamases et une membrane externe assez peu perméable (56). C’est également
la premiere bactérie chez laquelle on a observé la formation d’un biofilm chez un patient (57).
Le taux de souches de S. aureus prélevées chez I’Homme résistant a la pénicilline est supérieur
a 90% (58). Cependant, la résistance la plus préoccupante chez S. aureus est celle a la
Vancomycine. Cet antibiotique, de la famille des glycopeptides, est actuellement le traitement
de derniere intention contre Staphylococcus aureus Meéticilline résistant (MRSA). Or la
présence d’un cluster de gene dit van au sein du génome de la bactérie confére a cette derniére
une résistance. A I’heure actuelle, 11 clusters ont été identifiés, ces derniers ne sont d’ailleurs
pas spécifiques de S. aureus mais sont également présents chez d’autres especes comme E.
faecalis, E. faecium ou encore C. difficile (59-62). Deux nouvelles principales lignées de
mutants résistants ont été mises en évidences : VRSA (Vancomycin resistant S. aureus) et VISA

(Vancomycin intermediate S. aureus) (63).

Ces résistances sont la consequence de modifications relativement importantes de la structure
cellulaire globale de S. aureus notamment par un épaississement de la paroi cellulaire, une
réduction de la perméabilité et une capacité a emprisonner le glycopeptide entre la paroi et la
membrane cellulaire (64). De plus, VISA posséde un pouvoir pathologique important méme

chez les patients immunocompétents (65).

VRSA est pour sa part relativement moins répandu que le VISA. Néanmoins, il possede la plupart
du temps les genes de résistance mecA (résistance a la Méticilline) et vanA (résistance a la

Vancomycine) par transfert du VRE (Vancomycin resistant enterococcus) (64).

Si dans la plupart des pays développés le taux d’infections a S. aureus réesistants est en légere
baisse, il reste toujours en augmentation dans la majeure partie des pays en cours de
développement. Ces données, associées a sa capacité a acquérir du matériel génétique par
transfert inter et intra espéce (66), en font une cible pour les futurs antibiotiques et une priorité

en terme de santé publique.
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2.1.3.3 Klebsiella pneumoniae résistant aux céphalosporines de 3¢™¢
génération
Klebsiella pneumoniae est un bacille Gram négatif opportuniste, se caractérisant par son
immobilité, la présence d’une capsule et de pili. Elle est anaérobie facultative et fait entre 0.6
et 6 um de longueur. Les colonies qu’elle forme sont dites mucoides en raison de sa production
de mucus. Elle est oxydase négative et catalase positive, capable de fermenter le glucose et le
lactose et possede une nitrate réductase. On la retrouve dans le tractus digestif de 30% des
individus et des animaux et de facon ubiquitaire sur la peau. Elle est présente également dans
les sols et les végétaux. Le réservoir principal est ’Homme notamment le tractus intestinal et

les mains.

K. pneumoniae touche principalement les patients immunodéprimés mais également des
patients immunocompétents de tout age lors d’infections nosocomiales et lors d’infections
communautaires. Elle est responsable d’une grande variété d’infections, telles que des
pneumonies, des infections urinaires, des bactériémies et des méningites (67). Certaines lignées
sont plus particuliérement virulentes (de Klebsiella pneumoniae), et dénommeées hypervirulent
K. pneumoniae ou hvKP. Ces souches représentent un risque accru car ce sont des souches

capables d’infecter de fagon importante et récurrente des patients immunocompétents.

La virulence de K. pneumoniae est aujourd’hui attribuée a 4 facteurs principaux, les pili, la
capsule, le LPS et les transporteurs du fer (68). Les pili de type 1 et 3 jouent un r6le lors de
’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales et immunes (69). Le role premier de la capsule
est de protéger K. pneumoniae du systéme immunitaire de 1’hote. Les mécanismes mis en jeu
peuvent différer selon la lignée impliquée. Certaines souches modifient le LPS afin que les
cellules de I’hote soient incapables de le détecter, d’autres se servent de la capsule pour
camoufler le LPS et incapaciter les TLR4 (70,71). Dans les deux cas, I’issue est une forte
diminution de la réponse inflammatoire. Le facteur de virulence RmpA, situé sur un plasmide,
est principalement responsable de la régulation de la synthése du LPS. L’importance de
I’expression de ce géne est souvent associée a des souches hvKP. L une des particularités de
ces lignées est la surproduction de mucus (72). Le dernier facteur de virulence important sont
les protéines transporteuses de fer ou sidérophores. A 1’heure actuelle, plusieurs de ces protéines
ont été identifiées : I’enterobactine, la yersiniabactine, la salmocheline et 1’enteromycine. La
présence de ces molécules s’explique par I’important besoin de fer de K. pneumoniae. Lors de

I’infection, elle doit absolument se procurer du fer et le fait en sécrétant les précédents
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sidérophores. Ceux-ci ont une plus grande affinité pour le fer que la transferrine ou la lipocaline-
2 (73) et permettent a la bactérie de soustraire du fer a son hote. La synthése de ces sidérophores
n’est pas la méme chez toutes les souches. Par exemple, les souches hvKP sont plus susceptibles
d’exprimer la yerciniabactine et la salmocheline. En revanche, la synthése d’enterobactine est

commune a toutes les souches de K. pneumoniae (67,74).

Klebsiella pneumoniae est reconnue pour sa capacité a rapidement disséminer des variants
MDR qui se caractérisent par I’acquisition de nombreuses -lactamases pouvant inhiber 1’effet
des pénicillines, des céphalosporines et parfois des carbapénémes. Parmi ces p-lactamases, on
peut citer une serine A carbapénemase responsable de nombreuses épidémies aux Etats-Unis
(75) et la New Delhi metallo-p-lactamases-1, une super enzyme capable de transmission inter
especes (76). Ces deux enzymes ne sont que des exemples qui démontrent la capacité
d’adaptation de K. pneumoniae et la nécessité de trouver de nouveaux antibiotiques afin de

lutter contre des souches de plus en plus résistantes aux antibiotiques existants sur le marché.

2.1.3.4 Acinetobacter baumannii carbapéneme résistant

Acinetobacter baumannii est une bactérie opportuniste Gram négative de forme coccoide non
sporulée. Elle posséde une capsule et est aérobie stricte. Elle est considérée comme immobile
méme si elle est dotée de fimbriae a ses p6les qui lui permettent d’avoir une mobilité limitée.
Elle est catalase positive et oxydase négative et incapable de réduire les nitrates. Comme la
plupart des bactéries a Gram négatif, A. baumannii est particuliérement résistante, peu sensible
aux environnements secs, pousse a différents pH, et températures et méme lorsque les apports
nutritifs sont rares. Certaines souches peuvent survivre prés de 5 mois sur une surface donnée
(77). Ces caractéristiques, notamment en milieux hospitaliers, expliquent en partie I’importance

de ses résistances acquises aux antibiotiques méme les plus puissants.

A. baumannii est unanimement reconnue par la communauté scientifigue comme une espéece
pouvant causer une grande variété d’infections nosocomiales comme des infections de la peau,
des infections pulmonaires, des surinfections de plaies, des infections urinaires et des
méningites (78-80). Néanmoins les infections a A. Baumannii ayant le taux de létalité le plus
important restent les pneumonies et les septicémies (81). La plupart de ces infections affectent
des patients immunodéprimés, agés et de sexe masculin (82). Plus rarement, A. baumannii est
responsable d’infections communautaires, notamment de pneumonies (dans 85% des cas

d’infections communautaires a A. baumannii mais également de bactériémies. Certains cas de
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méningites, d’endocardites et d’infections oculaires ont également été documentés mais restent

relativement rares (83,84).

Contrairement a la plupart des membres du genre Acinetobacter, A. baumannii est retrouvé
presqu’exclusivement en milieu hospitalier, notamment dans les services de réanimation (85).
Bien qu’il existe des cas d’infections par des sources non-humaines, la principale cause

d’infections a A. baumannii reste la transmission interhumaine (85).

La multiplication de ces infections & A. baumannii en milieu hospitalier sur des patients fragiles
implique 1’apparition de clones multi-résistants notamment aux carbapénémes. Deux des trois
principaux clones sont considéres comme multi-résistants et pouvant causer des épidémies au
niveau mondial. Néanmoins, de nombreuses autres lignées sont en cours d’étude et parmi ces

derniéres, plusieurs pourraient également étre MDR (86).

De récentes études ont permis la mise en évidence des facteurs de virulence d’A. baumannii.
Comme pour la plupart des bactéries, ces facteurs sont situés a plusieurs sites de la bactérie et
impliquent une multitude de mécanismes. L’invasion des cellules épithéliales est rendue
possible grace a une protéine située sur la membrane extérieure de la bactérie, la protéine OmpA
(87). Cette protéine pourrait également jouer un rdle dans la survenue de 1’apoptose chez ces
mémes cellules. Les phospholipases C et D recouvrent un r6le semblable que ce soit dans
I’adhésion et dans I’apoptose des cellules épithéliales et sont essentielles a la survie du
pathogéne dans le sang (88,89). La liste des facteurs identifiés est encore longue, on peut par
exemple citer la capsule en elle-méme et les protéines 7/8 capables de se lier aux pénicillines
(90,91). A. baumannii est aussi doté de lipopolysaccharides (LPS) qui ont été identifiés comme
de possibles inducteurs de chocs septiques (92). Les LPS entreraient également en jeu lors de

mécanismes impliquant le TLR4 de I’hdte.

A. baumannii est intrinséquement résistant a de nombreux antibiotiques d’abord par la
protection que lui confére la membrane extérieure des Gram négatif, mais également par
I’importante présence de pompes d’efflux et de porines présentes a la surface de cette méme
membrane (93). De plus, A. baumannii possede un Tlot de résistance codant pour des résistances
aux antibiotiques ainsi qu’aux métaux lourds, ce qui explique en partie sa résistance aux
désinfectants a base d’ammoniaque. Les principales lignées résistantes possedent des cadres de
lecture dans leur code génétique pour toutes les pompes d’efflux connues (93). Par ailleurs, A.

baumannii est souvent considéré comme une bactérie avant-gardiste dans la synthése de
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nouvelles B-lactamases. En effet, les premieres imipenem metallo-B-lactamases ainsi que les
premieres oxacilline serine-p-lactamases ont été isolées a partir de souches d’A. baumannii. La

grande majorité des OXA-carbapénemases ont été découvertes chez cette souche (93,94).

Tous ces facteurs font d’A. baumannii une souche extrémement résistante avec un potentiel
d’endémie extrémement élevé bien qu’elle ne touche, a I’heure actuelle, principalement que les

patients immunodéprimes.

2.1.3.5 Pseudomonas aeruginosa carbapénéme résistant

Pseudomonas aeruginosa est egalement appelé bacille pyocianique de par sa capacité a
produire des pigments comme la pyoverdine ou encore la pyocianine qui donnent a ses colonies
une couleur bleue. C’est une bactérie de type bacille, pourvue de flagelles polaires qui lui
conferent une excellente mobilité. Elle est asporulée et dépourvue de capsule, catalase positive,

oxydase positive et coagulase négative. Elle forme la plupart du temps d’importants biofilms.

On la retrouve principalement dans 1’eau et les sols, sur toute la surface du globe. Elle croit
particulierement bien dans les milieux humides tels que les canalisations mais également dans
le mucus des patients atteints de mucoviscidose. Chez ces derniers, elle est responsable
d’infections pulmonaires séveres. Dans les services de réanimation, c’est le pathogene le plus
couramment isolé chez tous les patients atteint d’infections des voies aériennes. P. aeuriginosa
est également responsable de nombreuses autres infections telles que des infections oculaires,

urinaires, intestinales, des méningites ou encore des septicémies (95).

Le flagelle de P. aeruginosa posséde plusieurs molécules, FliC, FliD, et FIgE. FIiC joue non
seulement un role dans la mobilité mais permet également au pathogene d’adhérer a la surface
des cellules apicales de I’épithélium cellulaire. FIiD intervient dans 1’adhérence a la mucine
humaine (45). Pour sa part, FIgE est responsable de la résistance a la protéine SP-A du surfactant
pulmonaire (96). Une fois le pathogéne adhéré a la cellule, il se sert de ses pigments comme
des sidérophores pour capturer du fer, ce qui lui permet alors de compenser la rareté de ce
dernier. En effet, la transferrine ou la lactoferrine confisquent le fer lors de la réaction
inflammatoire (97). P. aeruginosa posséde également plusieurs enzymes protéolytiques
nécessaires lors des infections. On peut par exemple citer les élastases LasA et LasB (98)
responsables de la lyse de 1’¢lastine de 1’hdte (99), de la perturbation des jonctions serrées et du
clivage de nombreuses protéines chez 1’hote comme les protéines du surfactant, des cytokines

et des immunoglobulines (100-102). Un autre facteur de virulence qui joue un role absolument
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clef est sans aucun doute la capacité de P. aeruginosa a former des biofilms trés résistants. Ces
biofilms qui lui permettent de résister aux défenses immunitaires de 1’hdte, aux antibiotiques et
aux désinfectants, sont considérés comme les plus grands responsables de I’apparition de

résistances chez P. aeruginosa (103).

Finalement, P. aeruginosa possede plusieurs pompes d’efflux. L une d’elle, la pompe mexAB-
OprM se caractérise par sa capacité a cibler simultanément les fluoroquinolones, les p-lactames,
les céphalosporines, les sulfonamides, les tétracyclines et les macrolides. D’autres pompes
comme MexCD-OprJ, MexXY-OprM ou MexEF-OprN sont respectivement spécifiques des
fluoroquinolones, aminosides et B-lactames (104). Comme la plupart des bactéries citées
précédemment, P. aeurginosa secrete également des B-lactamases dont une imipenem metallo-
B-lactamase et une K. pneumoniae carbapénémase témoignant de sa formidable capacité a

résister aux antibiotiques méme de derniéres générations (105).

L’ensemble de ses caractéristiques, couplées au fait qu’aucune molécule en cours de
développement ne soit capable de déjouer ces derniers mécanismes de résistance, font de P.
aeruginosa un des pathogeénes les plus dangereux et pour lequel il est prioritaire de trouver de

nouvelles solutions thérapeutiques.

2.1.3.6 Enterococcus faecium Vancomycine resistant

Enterocossus faecium est un cocci Gram positif, anaérobie facultatif. 1l est catalase et oxydase
négatif, commensal du systéme digestif et de I’appareil génital féminin. Néanmoins, on recense
aujourd’hui deux populations distinctes de E. faecium. La premiere, commensale chez I’humain
et les animaux, n’est pas ou peu responsable d’infections. En revanche, I’autre population issue
de lignées essentiellement hospitalieéres se caractérise par une presque omniprésence d’une
résistance a la vancomycine. Ces VRE (vancomycin resistant enteroccus) sont responsables
d’un nombre important d’infections nosocomiales (106). On peut citer, entre autres, des
bactériémies, des endocardites, des infections urinaires ou encore des infections post-

opératoires.

Les réservoirs principaux d’E. faecium sont environnementaux : les plantes, le sol, I’ecau de
surface, les produits alimentaires comme les fruits ou les légumes mais également les produits
fermentés (106).

Il est naturellement résistant a plusieurs antibiotiques tels que 1’Oxacilline, la Nafcillinne, la
Ticarcilline, la majorité des céphalosporines, 1’Ertapénem, ainsi qu’a I’Aztréonam. Le
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traitement de premiere intention est une association de pénicillines telles que I’ampicilline et
d’aminosides. Il n’est cependant pas rare que les souches d’E. faecium nosocomiales soient
résistantes a I’ampicilline (107). Cette derniére n’est pas le seul antibiotique pour laquelle des
souches résistantes ont été isolées. En effet, des colonies résistantes aux aminosides et d’autres
B-lactamines ont été observées (108,109). Les VRE sont souvent classés parmi les pathogenes

les plus susceptible de devenir multi résistants (MDR).

Sans aucun doute les plus importants des facteurs de résistance d’E. faecium sont I’ensemble
des génes du cluster van. A I’heure actuelle, pres de 9 génes distincts ont été decrits (van A,B,
C,D, E, G, L et M) ainsi que 3 genes accessoires (van Y, W et Z) (110-112). L’intégralité de
cette cassette génétique peut étre transportée par transposon (113,114). Comme dit
précédemment, ces genes sont responsables des résistances acquises aux glycopeptides. De
nouvelles AMEs (aminoglycosides modifying enzymes) ont été décrites et permettent a ce

pathogéne de résister aux aminosides et notamment a la Gentamicine (115).

E. faecium est donc a la fois un pathogene responsable de sévéres infections essentiellement
nosocomiales et un pathogene multirésistant. Il est capable d’acquérir plusieurs résistances ainsi
que de les transmettre aux autres espéces comme le témoigne la présence des génes du cluster
van chez de nombreuses autres especes bactériennes comme par exemple S. aureus. Pour toutes

ces raisons, I’OMS classe E faecium comme une espéce a risque prioritaire.

2.1.3.7 Clostridioides spp

Les membres de la famille Clostridioides, anciennement connue comme Clostridium, sont des
bacilles Gram positif, immobiles, anaérobies et sporulés. Le membre le plus connu est tres
certainement C. difficile. Elle est responsable de la grande majorité des infections a
Clostridioides. Néanmoins, parmi les autres membres du genre notoires, il est également
possible de citer C. perfringens, C. botulinum, C. tetani ou encore C. coccoides. C. tetani et C.
botulinum qui sont respectivement les agents infectieux responsables du tétanos et du
botulisme. Un des points communs a ces bactéries est le relargage de puissantes toxines. En
2017, C. difficile était responsable de pres de 18.3 millions d’infections dans 1’Union
Européenne avec un taux de mortalité a 30 jours de 30% (116). Un millions a C. perfringens

sont recensées tous les ans dans le monde avec un taux de mortalité a 30 jours de 44% (117).

C. difficile est une bactérie commensale de la flore intestinale. En temps normal, elle ne présente

peu ou pas de danger pour I’héte. En revanche, lorsque la flore intestinale est fragilisée par la

26



prise d’antibiotique telle que I’Amoxicilline, elle peut alors profiter de ce désequilibre et
devenir pathogéne. Elle est munie de plusieurs facteurs de virulence comme des toxines, la
capacité a former des spores ou encore a former des biofilms (118). Les principales toxines
qu’elle secrete sont la toxine A, B et CDT (C. difficile toxine). Les deux premiéres désactivent
les GTPases et sont associées a des colites. Quant aux clusters porteurs de CDT, il sont associés

a des colites pseudomembraneuses graves ainsi que des sepsis (119).

C. botulinum, agent responsable du botulisme, produit quant a elle la botuline ou BoNT
(neurotoxine botulique). Cette toxine est fortement neurotoxique et est capable d’induire une
paralysie (120). Selon les clades, toutes les bactéries ne produisent pas les mémes toxines. C.

botulinum est aujourd’hui classé en trois clades I, II et III, chacun associé a des botulines

différentes (121).

C. perfringens est souvent associée a de nombreuses infections, comme des gastroentérites, des
infections dermiques, des bactériémies ou encore des sepsis. Bien qu’on la retrouve parmi les
infections nosocomiales, elle est le plus souvent responsable d’infection communautaires.
Comme pour C. botulinum, I’infection est souvent causée par la consommation d’aliments
avariés ou mal nettoyés. Elle est capable de sécréter plusieurs types de toxines. La plus répandue
est ’alpha toxine, principal facteur de virulence de C. perfringens (122). La toxine CPE est une
entérotoxine, elle est dite « pore-forming » c¢’est-a-dire qu’elle est capable de former des pores
dans les membranes intestinales et peut entrainer la nécrose d’une partie de I’iléum et des colites
(123). Elle est excrétée durant la sporulation (122). Le dernier type de toxine est une toxine

nécrotique, NetB (Necrotic enteritis B-like toxin), également responsable de nécrose (124).

En ce qui concerne les résistances de la famille des Clostridioides, les études portent
essentiellement sur C. difficile. En effet, c’est le membre le plus répandu et qui touche le plus
I’Homme, le botulisme et le tétanos étant devenus des maladies de plus en plus rares du fait de

la vaccination et de la meilleure hygiene dans la préparation des aliments.

De nombreuses résistances ont été identifiees chez C difficile, parmi celles-ci la résistance aux
pénicillines et aux céphalosporines s’explique par deux principaux facteurs: 1’importante
production de B-lactamases et la modification de la protéine cible (125). Sa résistance aux
macrolides est la conséquence de la méthylation du ribosome. Ce mécanisme qui est le plus

courant des mécanismes de résistance aux macrolides est d0 a une protéine, I’erm (erythromycin
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ribosomal méthylase). Une version de ce gene a été retrouvée sur le plasmide Tn5398 que 1’on
retrouve chez C. difficile (126-130).

Un autre exemple de résistance retrouvé chez C. difficile est la résistance aux fluoroquinolones.
Cette derniére est principalement due a une modification de la gyrase-A (131-133). Cette
résistance serait acquise par une exposition courte a la moxifloxacine et la levofloxacine et

serait permanente (134,135).

Ainsi les membres de la famille des Clostridioides, bien que ne faisant pas partie des souches
prioritaires de I’OMS, comptent parmi eux plusieurs pathogenes préoccupants. Le principal
étant C. difficile qui, comme dit précédemment, est a la fois responsable d’un nombre important
de décés mais est également capable d’acquérir des résistances a de nombreux antibiotiques

disponibles.

D’autres bactéries peuvent s’inscrire dans la lignée de C. difficile. Bien que non classées comme
prioritaire par I’OMS des bactéries prioritaires a 1’instar d’E. coli, L. moocytogenes ou encore
un champignon comme A. niger représentent ou pourraient représenter a I’avenir une menace
comme le sont aujourd’hui les souches ESKAPE. Bien que non traitées dans cette partie, ces

différentes souches ainsi que d’autres moins préoccupantes seront testées

Il est donc impératif d’explorer de nouvelles molécules pouvant avoir des propriétés
antibactériennes. Il existe de nombreux exemples de médicaments issus ou du moins inspirés

de sources naturelles. L’exemple le plus connu étant sans aucun doute la pénicilline.

Les aurones, petites molécules aromatiques membres de la famille des flavonoides, sont
décrites dans la littérature comme actives contre de nombreuses pathologies. Certaines d’entre
elles ont été identifiées comme activent contre des pathogénes Gram positif. Elles pourraient
donc étre une piste prometteuse dans la lutte antibactérienne. La section suivante sera dédiée a

les décrire elles et leur potentiel.
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2.2 Les aurones

2.2.1 Découverte

Au début du XIX®™ débute la description des différentes familles de pigments floraux,
notamment par le biais des travaux du pharmacien allemand Ludwig Clamor Marquart. Ce
dernier décrit deux grandes familles de pigments, les anthoxanthines et les anthocyanines.
Comme le suggere leur étymologie, ces familles rassemblent respectivement des molécules de
couleur jaune et bleue. Ce n’est que plus tard qu’une troisiéme catégorie est mise en évidence,
les anthochlorées. Les molécules de cette derniere catégorie ont la particularité d’étre jaunes en
milieu acide et rouges en milieu alcalin. C’est dans ce groupe que 1’on retrouve notamment les

chalcones et les aurones.

Parmi ces trois familles de pigments, deux d’entre elles sont relativement comparables en
termes de structures chimiques et sont regroupées sous 1’appellation de flavonoides, les

anthochlorées et les anthoxanthines. (136)
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Figure 1 squelette de plusieurs familles de flavonoides, en haut
a gauche les flavones, en haut a droite les flavonols, en bas a
gauche les aurones et en bas a droite les chalcones
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2.2.2 Occurrences

On retrouve les aurones essentiellement chez les eudicotylédones, comme les astéracées, les
fabacées ou encore les rubiacées. Les familles les plus riches en aurones sont les familles des

Heliantheae et des Helenieae. Ces familles font parties des plus évoluées parmi les astéracées.

Néanmoins, des aurones ont été découvertes chez certaines plantes de la famille des
monocotylédones comme les cypéracées. Bien que la plupart des aurones soient isolées dans

les fleurs, de faibles proportions I’ont été dans les racines ainsi que dans les graines.
2.2.3 Les aurones dans la nature

En 2000, lwashima et al publient la premiére importante description moderne des aurones. Ils
rapportent et détaillent 27 aurones O-glycosylées ainsi que 18 non-glycosylées. Parmi ces
derniéres, ils dénombrent également 11 auronols, c’est-a-dire la forme hydratée des aurones.

Au total aujourd’hui, une centaine de molécules naturelles ont été décrites.

Les aurones les plus fréquentes sont la sulfurétine, la maritimétine et la leptosidine. Comme la

plupart des flavonoides, on les retrouve également sous forme de génine.

OH

OMe OH

1 (Sulfuretin) 2 (Maritimetin) 3 (Leptosidin)

Figure 2 les trois aurones naturelles les plus courantes

Grace a leur intense coloration jaune, et donc leur forte absorbance dans les UV, elles
participent de facon importante a 1’attractivité des polinisateurs comme les abeilles ou les
oiseaux. Chez certaines especes, la production d’aurones est strictement limitée a des zones

distinctes de la fleur, indiquant au potentiel polinisateur la présence de nectar en un lieu preécis.
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Néanmoins, il existe une importante contrepartie a ce mécanisme. En effet, la forte absorption
de radiation solaire, notamment dans les UV (280- 315 nm), est responsable de la génération
d’espéeces oxygeénees réactives (136). Ces especes oxygenées réactives (ROS) engendrent une
toxicité importante au sein méme de la cellule et doivent donc étre neutralisées. A nouveau, les
aurones jouent un réle puisque, comme la majorité des flavonoides, elles ont un important

potentiel antioxydant.

Parmi la multitude de flavonoides, les composés les plus étudiés sont les anthoxanthines. En
effet, on retrouve dans ce groupe des familles trés connues telles que les flavones et les
flavonols. Mais récemment le nombre de publications sur les aurones est en croissance

constante.

La structure des aurones est semblable aux autres flavonoides. Tout comme les flavones, la
chaine tricarbonée est cyclisée, mais a la différence de ces derniéres, le cycle des aurones est
un cycle a cing sommets contre six pour les flavones. La structure peut se décomposer en un
cceur de benzofuranone (cycle A et C) lié par une double liaison carbone-carbone a un phényl

(cycle B) majoritairement de forme Z.

Figure 3 Structure et numérotation des carbones
de l'aurone

La plupart des substituants naturels sont en position 4 et 6 sur le cycle A. Les substitutions
naturelles sont principalement des groupements hydroxy, méthoxy et glycosil. En revanche, par
voie de la synthese, des substitutions sur toutes les positions du cycle B et A sont possibles. I
est également envisageable d’insérer un groupement en position 10. La plupart des molécules
actives sont substituées en position 5 et 6 du cycle A, méme si certaines molécules substituées
en 7 ont également été synthétisées. Sur le cycle B, des substitutions sur la totalite des positions

ont permis de synthétiser des molécules a intérét thérapeutique.
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2.2.4 Biosynthése des aurones
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Figure 4 Les deux voies de biosynthéese connues des aurones, en bleu la voie PPO et en rouge la voie PRX d’apres Nakayma et al (134)

Hispidol
OH

Peu connues jusqu’au début des années 2000, ce n’est qu’apres 1’élucidation de la biosynthése
des aurones chez A. majus par Nakayma et al (137), que d’autres travaux ont permis de

partiellement résoudre les différentes voies de synthése des aurones chez les végétaux.

On retient a I’heure actuelle deux voies principales de biosynthése. La premiere dite voie
« PPO » met en jeux des mécanismes enzymatiques via 1’aurésidine synthase (AUS), enzyme
similaire & la polyphénol oxydase (PPO) et par I’intermédiaire des cytochromes P450. On
attribue a cette enzyme une activité catéchol oxydase, capable de convertir des ortho-diphénols
en ortho-quinones, ainsi qu’une activité tyrosinase, capable de convertir des monophénols en
ortho-diphénols. Le role précis du cytochrome n’est pas encore totalement élucidé. Cette voie
permet notamment la biosynthése de I’aurésidine, de la bractréanine et de la sulfurétine par
I’intermédiaire de deux chalcones la 2’,4°,6’ 4-tetrahydroxychalcone ou plus couramment
appelée THC, etla 2’,4°,6°,3,4-pentahydroxychalcone ou PHC. Ces chalcones sont tout d’abord

converties en ortho-quinones puis cyclisées via une oxydation.
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La deuxieme voie, dite voie « PRX », met cette fois en jeu un mécanisme radicalaire. Elle
concerne des aurones mono ou non hydroxylées sur le cycle B a I’instar de I’hispidol. La
molécule de départ de cette voie est I’isoliquiritigénine qui forme un radical en position 4°. Cet
intermédiaire réagit ensuite avec du peroxyde d’hydrogéne, s’en suit une addition de Michael
formant une structure dioxétane. Cette forme instable s’ouvre spontanément et résulte en une
hydropéroxyde qui sera clivée par des peroxydases MtPRX1 et MtPRX2 puis déshydratée pour
donner I’hispidol (figure 5) (138,139).

0]

O 0
H Réarengement
—_— —_— -
HO OH OH HO OH 0° HO OH (0]

Isoliquintigénine

H,0,

OH

MitPr=l et 2

Figure 5 Biosynthese de I'hispidol via la voie PRX
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2.2.5 Potentiel thérapeutique

Longtemps utilisées comme pigment naturel, les aurones, comme la plupart des flavonoides
se sont avérees avoir également d’intéressantes propriétés pharmacologiques. Les études, dont
le nombre n’a eu cesse d’augmenter au cours des dix dernieres années, ont permis de mettre en
valeur leur potentiel. On peut citer par exemple la mise en évidence de leurs effets comme

molécules antibactériennes (11), anticancéreuses (140), antioxydantes (141), antivirales (142)
ou encore anti-inflammatoires (143,144). Ces différentes activités pharmacologiques ainsi que

les mécanismes qui leurs sont associés seront décrits dans la partie suivante.

2.2.5.1 Activité antioxydante

Naturellement riche en groupement hydroxy, les aurones sont par nature de bons antioxydants
capables d’inactiver les espéces réactives oxygénées (ROS). Le mécanisme qui rentre en jeu
lors de cette inactivation est un transfert de proton aux ROS, les rendant ainsi inoffensives pour
la structure cellulaire (145). Les deux principaux tests utilisés pour évaluer leur activité
inhibitrice des ROS sont le DPPH (2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl) et ’ABTS (2.2’-azinobis
(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonate)). Des tests visant a quantifier I’inhibition des anions
superoxydes sont souvent faits en complément. Pour cela, un test évaluant la réduction du
radical NBT en présence de NADH et de PMS est utilisé. C’est ainsi que Makhmoor et al, ont
isolé de I’algue brune Spatoglossum variabile puis synthétisé 2 aurones chlorées (Al et A2)
ayant des IC50pppH de respectivement 54 et 92 UM et une activité anti anions superoxydes
(ASO) avec des 1C50s0a de respectivement 95 et 87 uM (146). Xiao et al ont isolé une autre
aurone a partir de Astragalus englerianus (A3), qui lorsque testée avec le DPPH a une IC50pppH
de 35.9 pM (147).
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Figure 6 Aurones synthétisées par Makhmoor et al ainsi que leurs activités sur I'ABTS et les anions super oxydes
(ASO) (147))

En 2015, Chen et al synthétisent une série de ferrocenyl-aurones et les testent a la fois a
I’encontre de I’ABTS et du DPPH. Ces composés se sont révélés avoir une excellente activité
antioxydante a des constantes de vitesse allant respectivement de 29.61 et 34.54 mM/s sur
I’ABTS (A3 et A4) et 4.37 et 4.45 mM/s sur le DPPH (A5 et A6). Dans ce test cinétique, on
mesure la vitesse a laquelle les radicaux DPPH et ABTS en présence d’un composé donné sont
réduits et on obtient une constante de vitesse k qui permet de connaitre la vitesse a laquelle le

composé capte les radicaux libres. Plus k est élevée plus le composé est antioxydant (148).

HO.

HO

kantg = 29.61 mM/s kagrs = 34.54 mM/s

kpppy = 4.37 mM/s kpppy = 4.45 mM/s

Figure 7 Aurones synthétisées par Chen et al, et leurs cinétiques sur la réduction de I'ABTS et le DPPH (148)
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Néanmoins, le caractére antioxydant des aurones ne tient pas qu’a leur capacité a inactiver les
ROS. Ainsi en 2009, Detsi et al caractérisent leur capacité a inhiber les lipoxygénases (LOX).
En effet, ces dernieres enzymes sont responsables de 1’oxydation des acides gras insaturés
comme 1’acide arachidonique. Elles jouent un rdle majeur dans les processus pro-
inflammatoires. Les composes inhibiteurs de la lipoxygénase sont, la plupart du temps, des
antioxydants, puisque ce processus met en jeu des mécanismes radicalaires. Parmi les aurones
synthétisées dans cette étude, 1’'une d’entre elles (A7) s’est avérée étre un intéressant inhibiteur
de LOX avec une IC50 de 50 uM (149).

IC5010x = 50 M

Figure 8 Aurone synthétisée par Detsi et al et son IC50 sur la
lipoxygenase (LOX) (149)

En 2017, Nigam et al mettent en lumiére le potentiel antioxydant de deux molécules (A8 et A9)
avec des IC50 sur I’ABTS de respectivement 71.67 et 87 uM. Ces résultats, bien que meilleurs
que ceux de la quercétine et de I’acide ascorbique (respectivement 32.75 et 22.13 uM), sont
considérés par les auteurs difficilement comparables aux antioxydants standards car les

mécanismes ne seraient pas les mémes (150).
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IC50,57s = 71.67 uM IC50,457s = 87 uM

Figure 9 Aurones synthétisées par Nigam et al et leur IC50 sur I'ABTS (150)

Cette méme année, 1’¢tude de Pan et al se concentre sur la capacité des aurones a réduire le fer
ferrique en ions ferreux. Ce test est comparable a I’ABTS et au DPPH, et les résultat obtenus
entre ces 3 tests sont concordants (151). Les résultats ne sont pas exprimés en pourcentage
d’inhibition comme il est usuellement fait avec ce test mais bien en équivalent de vitamine C
en mg/mmol. L’équivalence est donnée grace a une courbe de calibration obtenue a partir d’une
série de dilutions de vitamine C (100 a 600 mg/ml). Au cours de cette étude, 6 aurones (A10-
15) parmi celles synthétisées ont obtenu de meilleurs résultats comparés au composé témoin,

I’acide gallique (335.32 mg/mmol).

A la suite de ces résultats encourageants, les auteurs ont testé la capacité antioxydante in vivo
sur des cellules PC12 (phéochromocytome de rat) exposées a I’'H202. Au cours de ces tests, le
composé A12 est celui pour qui les résultats les plus prometteurs ont été obtenus avec 85.94%
de viabilite cellulaire. Ces résultats ont été confirmés par une cytométrie en flux. Pour les
cellules exposées a H>O> sans prétraitement, le taux apoptotique était de 62.7%, contre 5.9%

pour le composé A12 et 12.5% pour I’acide gallique (152).
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Figure 10 Aurones synthétisées par Pan et al et leur capacité a réduire le fer ferrique (FRAP) exprimée en équivalent de
vitamine C (mg/mmol) (151)

En 2018, Nakabo et al synthétisent une série de flavonoides issues des pétales de Coreopsis
lanceolata L. et leurs dérives. Parmi ces flavonoides, on retrouve notamment des flavones, des
chalcones et surtout des aurones proches de la leptosidine. Parmi les aurones synthétisées, 2
d’entre elles (A16 et Al7) se caractérisent par de bon pourcentage d’inhibition des radicaux
DPPH respectivement de 84.2% et 85.8%. Par ailleurs, les composés methoxylés sur le cycle B
se sont averés étre bien moins actifs que les composes hydroxylés comme les composes Al6 et
Al7. Cela semble logique puisque la capacité antioxydante des groupements hydroxy est bien

supérieure a celle des groupements méthoxy (153).
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Figure 11 Aurones synthétisées par Nakabo et al et leur pourcentage d'inhibition des radicaux DPPH (153)

2.2.5.2 Activité antibactérienne

C’est probablement 1’'un des domaines dans lequel les aurones ont été le moins étudiées.
Néanmoins, plusieurs études ont permis de mettre en évidence le potentiel important de cette

famille de molécules contre les pathogénes Gram positif.

Olleik et al synthétisent (11) en 2019 une série d’hydroxyaurones parmi lesquelles trois en
particulier se révélent étre actives contre plusieurs pathogénes Gram positif (B1-B3) et
particulierement sur MRSA (CMlg1=15.6 UM, CMIg2=15.6 uM, CMlgz: =7.8 uM), C.
perfringens (CMlg1 = 7.8 UM, CMlg2=31.25 uM, CMIg3 =31.25 uM), C. difficile (CMIg2 =15.6
uM), E. faecalis (CMIg1=15.6 pM, CMlg2=15.6 pM), H. pylori (CMlg1=15.6 puM,
CMIg2=15.6 pM) et P. acnes (CMIg1 =31.25 pM, CMIg2=31.25 uM, CMIg3 =31.25 pM).

Figure 12 Aurones synthétisées par Olleik et al actives sur plusieurs pathogenes Gram positif (11).
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D’autres études ont permis de confirmer le potentiel antimicrobien des aurones contre les
pathogenes Gram positif. Ainsi Jardosh et al synthétisent une serie d’aurones quinoléiques, dont
une d’entre elles (B4) a une CMI de 12.5 pg/ml contre S. aureus (154).

OH

HO

CMIs aurens

12 5pg/ml

| —

/

% d'inhabition sur M tubercnlosis a 100uM:

R=B5: 6-Cl 84.99%

B6: 6-Br 88.29%

B7: 7-Br 84.44%

BE: 5.6-CH; 83 14%
Figure 13 Aurone synthétisée par Jardosh et al, active Figure 14 Aurones synthétisées par Yang et al et leur
contre S. aureus (154) pourcentage d'inhibition de M. tuberculosis & 100uM (155)

Néanmoins, le spectre d’activité des aurones ne se limite pas aux bactéries Gram positif, mais
également aux mycobactéries. Plusieurs criblages d’aurones a 1’encontre de M. tuberculosis,
agent de la tuberculose, ont été publiés. En 2020 Yang et al démontrent I’effet de certaines 4°-
N,N-dimethyl aurones contre M. tuberculosis. Parmi les composés synthétisés, des effets
antibiotiques ont été observés sur 4 d’entre eux (B5-B8), avec des pourcentages d’inhibition a
100puM variant de 83.14 a 84,99% (155). L’étude de Campanigo et al confirme les effets
antimycobactériens des aurones. Sur les prés de 50 acetylaurones et acetylazaaurones
synthétisées, trois sont actives (B9-B11) avec des concentrations minimales inhibitrices entre
0.3 et 0.64 uM._Il est intéressant de noter que la souche testée lors de cette étude est la souche
multirésistante H37RrV (156).
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Figure 15 Aurones synthétisées par Campanico et al, actives contre M. tuberculosis H37RrV (156)

2.2.5.3 Activité antivirale

En complément de leur activité antibactérienne précédemment décrite, les aurones possédent
également des propriétés antivirales intéressantes. Par exemple, en 2014, Meguellati et al
démontrent avoir synthétisé des aurones actives contre le virus de I’hépatite C (HCV) en
remplacant le cycle B classique par des groupements indoles de différentes tailles et substituants
(V1-V8) (157). Les études des auteurs sur le mécanisme d’action ont permis de montrer que ces
aurones sont capables d’inhiber I’ARN polymérase ARN dépendante de HCV avec des 1C50
variant entre 2.2 et 2.7 M. Soit dit en passant, au cours de cette étude, les auteurs ont également
démontré que I’aurésidine, une aurone naturelle donc, avait une IC50 de 5.2 UM sur cette méme

cible démontrant a nouveau le potentiel antiviral des aurones.
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Figure 16 Aurones antivirales synthétisées par Meguellati et al et leur activité sur I'ARN polymérase de HCV (157)

o
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De la méme fagon, des aurones modifiées sur le cycle C se sont relevées étre des molécules
prometteuses contre le virus HIN1 en inhibant la neuraminidase virale. En effet, deux études
ont permis de mettre en évidence qu’une aurone (V9) possédait une capacité a inhiber

I’expression de la neuraminidase de HIN1 avec des IC50 de 37.5 uM (158,159).

0

[ J—

IC50 expression de la neuramidase dHINI : 37.5 uM

Figure 17 Aurone inhibitrice de la
neuraminidase d'H1N1 synthétisée (158,159)



En 2023, Caleffi et al synthétisent 25 aurones portant principalement des groupements
oxygénés et évaluent leur potentiel a inhiber la réplication de SARS-COV-2 dans des cellules
pulmonaires malignes humaines (Calu-3). Parmi les composés synthétises, 5 ont inhibé de

facon prometteuse la réplication virale avec des IC20 comprises entre 0.9 et 0.4 uM (V10-V14)

(160).

IC50 réplication du SARS-COV-2 dans des cellules Calu-3: V10 :0.5 uM V13 :04 pM
VI1:06pM V14 :09 uM
V12:0.5 pM

Figure 18 Les 5 aurones synthétisées par Caleffi et al capables d'inhiber la réplication de SARS-COV-2 (160)
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2.2.5.4 Activité antiparasitaire

Au cours des dernieres années, les publications démontrant le potentiel du squelette aurone dans
la lutte antiparasitaire se sont multipliées. En 2012, Silva Torres et al démontrent in vitro et in
vivo I’efficacité de deux aurones de synthése (P1 et P2) ayant des IC50 de 34.02 uM contre le
ver adulte de Schistosoma mansoni. Dans le cas de ces molécules, le cycle B des aurones,

habituellement un benzeéne, est remplacé soit par un furane soit par un indole (161).

0
0 0} I
Pl / P2

IC50 Schustosoma mansoni @ 34.02 uM

Figure 19 Les deux aurones actives contre Schitosoma mansoni, synthétisées par
Silva Torres et al (161)

D’autres études ont également mis en lumiére les capacités anti-leishmaniose des aurones.
Roussaki et al synthétisent une série de 4,6-diméthoxyaurones. Parmi celles-ci, trois (P3,P4 et
P5) se sont révélées posséder une IC 50 contre les amastigotes intracellulaires de L. infantum
de 1.3,1.6 et 2.1 uM (162). Ces propriétés sont confirmées plus tard par 1’étude de Morimoto et
al en 2014, qui décrit la synthese d’une 3’-chloroaurone possédant une 1C50 de 19.1 uM, cette
fois contre L. donovani adulte. Par ailleurs, cette étude révéle qu’une des molécules testées
précédemment par Roussaki et al (P4), a une IC 50 de 13.2 uM contre L. donovani adulte en

complément de son action anti-amastigotes (163).

IC50 amastigotes de L. infantum: P3: 1.3 uM
P4:21pM
P5: 1.6 uM

Figure 20 Les aurones synthétisées par Roussaki et al actives sur les amastigotes intracellulaires de L. infantum (162)
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L’étude de Morimoto et al explore également les activités antimalariales des aurones. Ainsi le
composé précédemment synthétisé par Roussaki et al se révele posséder également une 1C 50

de 16.9 uM sur le clone W2 de P. falciparum (résistant a la chloroquine).

Cl

IC50 L. donovani: 19.1 uM

Figure 21 L'aurone active sur L. donovani
synthétisée par Morimoto et al (163)

Un autre composé, la 4,6,3”,4’-tetramethoxyaurone, possede une 1C50 de 13.9 uM sur le clone
D6 (sensible a la chloroquine) (163). En 2014, Carrasco et al synthétisent une chimiotheque de
44 aurones assez variées. Parmi ces dernieres, une 3’-benzoaurone (P8), une 6-hydroxy-7-
pipéridinoaurone (P7) et une 3’-pyridinoaurone (P9) possédent respectivement une 1C50 de
1.18, 2.31 et 2.56 UM contre le clone W2 de P. falciparum (164).

1C50 P falciparum clone W2: P7:1.80 uM
P8:2.31 pM
Po: 256 pM

Figure 22 Aurones synthétisées par Carasco et al actives sur le clone W2 de P. falciparum (164)
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La structure 1-azaaurones semble également pouvoir posséder une activité antimalariale. Cela
a été mis en évidence, entre autres, par I’é¢tude de Souard et al. Dans cette étude, une série de
dérivées de la 4,6-methoxy-1-azaaurones ont eté synthétisées et 3 molécules essentiellement
méthylées et méthoxylées (P10, P11 et P12) ont démontré avoir une activité avec des IC50

contre le clone FcM29 (résistant a la chloroquine) de p. falciparum entre 1 et 1.9 uM (165).

1C30 P falciparum clone Fel29: P10 1.0 uM
P11:1.9puM
P12 :1.9uM

Figure 23 Les 1-azaaurones actives sur le clone FcM29 de P. falciparum synthétisées par Souard et al (165)

2.2.5.5 Activité anti-inflammatoire

Les publications sur les applications anti-inflammatoires des aurones ne sont pas trés
nombreuses. Néanmoins, en 2017, Zheng et al synthétisent une série de
dihydropyranoneaurones et évaluent leur potentiel anti-inflammatoire dans des macrophages
(RAW 267.4). Le mécanisme mis en avant par les auteurs est I’inhibition de I’expression de

1I’oxyde nitrique synthase et donc de NO2 avec des IC50 variant entre 5.22 et 12.23 uM (166).
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Figure 24 les aurones inhibant I'expression de I'oxyde nitrique synthase synthétisées par Zheng et al (166)

La méme année, Park et al synthétisent une nouvelle série d’aurones et évaluent leur capacité
a inhiber les signaux pro-inflammatoires dans des monocytes humains (THP-1) et des
macrophages murins (RAW 267.4) inflammés par contact avec du LPS. Parmi cette série, une
aurone (17) se révele pouvoir inhiber la sécrétion de TNFa, d’interleukine 1p et d’interleukine
8 par les monocytes. Les auteurs démontrent ensuite que cela lui est conféré par sa capacité a
bloquer la voie NF«B (167).

Figure 25 Aurone synthétisée par Park et al, inhibitrice de
la sécrétion des monocytes du TNFa, IL-16 et II-8 (167)
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2.2.5.6 Activité anticancéreuse

Les cancers sont un groupe de pathologies qui impliquent la prolifération incontrélée de cellules
malignes et invasives. En 2018, 10 millions de personnes en sont decédés, tout type de cancer
confondus (168). C’est donc en toute logique que plusieurs équipes ont tenté d’exploiter le
potentiel anticancéreux des aurones. En 2013, Monserrat et al ont synthétisés plusieurs
ferrocenylaurones et les testent contre des cellules de mélanomes murins B16. Parmi les
composés synthétisés, 4 (C1-4) affichent d’intéressantes activités avec des IC50 variant entre
12 et 18 UM (169). Ces composés sont tous porteur d’au moins un atome halogéné (Fluor,
Chlore et Brome), ce qui pourrait indiquer leur importance dans les mécanismes des aurones

anticancéreuses.
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IC50¢ g mles B16: 16 UM
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Figure 26 Ferrocenylaurones synthétisées par Monserrat et al, et leur IC50 sur des cellules de mélanomes murins (B16) (169)

En 2015, Zheng et al ont testé sur des cellules HL-60 de leucémie et HT-29 d’adénocarcinome
colorectal une série de trifluoromethylaurones. Parmi ces composés, 6 aurones (C5-10) ont été
identifiées comme les plus prometteuses avec des IC50 sur les cellules de leucémies allant de
1.54 2 3.53 uM et des IC50 sur les cellules colorectales allant de 4.12 a 9.12 uM. Ces aurones

ont toutes d’ailleurs de meilleures 1C50 que le 5-fluorocouracil sur ces cellules (170).
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Figure 27 Aurones synthétisées par Zheng et al, et leur activité sur les cellules de leucémies HL-60 et d'adénocarcinome
colorectal (HT-29) (170)

En 2018, Hassan et al mettent en lumiére le potentiel des furoaurones dans la lutte contre les
cancers en synthétisant un composé (C11) actif a la fois sur les cellules de leucémies (K562) et
sur les cellules de mélanomes (MDA-MB-435). En effet, C11 possede une IC50 de 1.11 uM
sur les cellules de leucémies, et de 1.14 sur les cellules de mélanomes. Les études de

mécanistique menées par 1’équipe semblent indiquer que la cible soit la voie de CDK2 (171).

IC50k.2g2= 1.11 uM
IC500maA-nE.43:=1.14 uM
MH

Figure 28 Furoaurone synthétisée par Hassan et al, et son activité
a I'encontre de cellule leucémique (K562) et de mélanome (MDA-
MB-435) (171)
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La polymérisation de la tubuline est un mécanisme souvent utilisée dans les traitements
antitumoraux. Ainsi, en 2019, I’équipe de Xie et al a synthétisé une série d’aurones (C12 et
C13) parmi lesquelles 2 possedent des 1C50 sur des cellules de cancer de la prostate PC-3 de
souris de 66 et 58.7 UM respectivement. De plus, ces molécules ont également été efficaces en

in vivo sur ces mémes souris sans affecter leur état de santé global (172).

[C50pe.: = 66 udd [C530pe.: = 587 ubd

Figure 29 Aurones synthétisées par Xie et al et leur activité sur les cellules de cancer de la prostate (PC-3) (172)

En 2020, Toth et al synthétisent une série d’azaaurones et les ont testées sur des cellules de
sarcome utérin humain (MES-SA). Parmi les composés synthétisés ; 4 (C14-C17) ont démontré
un intéressant potentiel anticancéreux avec des IC50 variant entre 17. 8 et 9.2 uM. De plus,
apreés avoir sélectionné les meilleures molécules, les auteurs les ont testées sur des cellules dites
MDR, donc multi résistantes dérivées des MES-SA, les MES-SA/Dx5. Ces cellules semblables
aux premieres sont habituellement moins sensibles. En revanche, il est intéressant de noter que
le composé le plus actif du premier screening, C17, est dans ce deuxiéme cas jusqu’a 5 fois
moins actif que certains des autres composés (3.4 UM pour C16 contre 19.5 uM pour C17). Ces
composés ont d’ailleurs été comparés a leurs équivalents aurones et sont beaucoup plus actifs,
cela tendrait a indiquer que 1’atome d’azote en position 1, jouerait un rdle crucial dans I’activité

de la molécule (173).
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Cl4 R = nBu  IC50ygzggs= 17.8 uM C15  IC50yps.ga= 9.2 uM
IC50\Es.saDxs= 3.7 uM IC50Es.saDxs= 19.5 M

CI5R =P ICS0ugegs= 171 pM
IC50hEs samxs= 5.8 pM

Cl6 R = Bu  ICS0ypgea= 11.9 pM
IC50yEs sapxs= 3.4 uM

Figure 30 Aurones synthétisées par Toth et al, et leur activité a I'encontre des cellules de de sarcome utérin humain (MES-SA)
et leur variant multi résistant (MES-SA/Dx5) (173)

Les aurones sont donc une famille de molécules riches en activités pharmacologiques. La
possibilité de faire varier facilement les deux cycles permet une grande variété de combinaisons,
et ainsi 1’optimisation de I’effet recherché. De par leur nature, leurs effets sont similaires a ceux
des autres membres des flavonoides mais la plus grande flexibilité qui leur est conférée par la
présence d’un cycle a 5 carbones plutot qu’a 6 carbones est probablement 1’une des raisons de
leur meilleure activité. 1l existe une grande variété de voies de synthese des aurones qui seront

présentées dans la section suivante.
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2.2.6 Synthése chimique des aurones

Comme explicité précédemment, I’occurrence et la diversité des aurones chez les plantes est
faible, I’extraction de ces derniéres serait donc, peu intéressante et peu variée. Ainsi, plusieurs
voies de synthese (figure 31) ont été élaborées au cours du temps et ont permis de diversifier

les substitutions possibles. La section qui vient a pour but de décrire ces différentes voies.
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Figure 31 : Les différentes voies de syntheése des aurones
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2.2.6.1 Synthése a partir de dérivés de chalcones

Voie 1
Voie 2
o
NaOH e N
| ( Br | /1
~F OH Z
l Voie 3
(0]
Formation de flavones (4-22%) R )"IZ

Figure 32 Voies de Synthése 1 a 4 de dérivés d'aurones a partir des chalcones et de leurs dérivés.

La voie la plus communément utilisée est la voie qui s’inspire de la biosynthése naturelle par
les plantes en cyclisant la chalcone correspondante. La premiére méthode identifiée en 1988
implique la cyclisation de la 2’-hydroxychalcone a I’aide d’acétate de mercure (I1T) dans 1’acide
acétique (174). Plus tard, d’autres méthodes sont mises au point, il est possible de remplacer
par exemple 1’acide acétique par de la pyridine ou du diméthylsulfoxide (DMSO), le rendement
est alors supeérieur. La cyclisation de la 2°-hydroxychalcone a I’aide de bromure de cuivre dans
le DMSO (175) est également une méthode éprouvée. Une derniére alternative propose
d’utiliser le trinitrate de thallium (111) (TTN) en milieu acide dans le méethanol (176) (Voie 1,
bleue). L utilisation de la 2’hydroxychalcone comme produit de départ n’est pas la seule voie
possible. Une alternative est la voie utilisant la 2’-hydroxyméthoxychalcone. Une autre solution
est la voie utilisant la 2’-acétoxychalcone en présence de N-bromosuccinimide (NBS) dans le
méthanol. Cette réaction permet de former un intermédiaire bromé qui, dans un milieu basique,

permet de donner une aurone (Voie 3, magenta) (177).



D’autres méthodes utilisent des dérivés de la 2’-hydroxychalcone, comme par exemple a partir
de dérivé de la 6’-methoxy-2’-hydroxychalcone en présence de peroxyde d’hydrogéne en
milieu basique (Voie 2, ) (178). Une autre alternative est I’utilisation de la 2’-
halogénochalcone, d’abord par son époxydation en milieu basique en présence de peroxyde
d’hydrogene, puis sa cyclisation en aurone en présence de carbonate de césium et d’iodure de
Cuivre dans le N,N-diméthylformamide (DMF), La 1,10-phénantroline jouant un rdle de
catalyseur (Voie 6, ) (179).

2.2.6.2 Synthése a partir de dérivés d’alkynoylphénols

Une alternative a I’utilisation de chalcones pour la synthése d’aurones est 1’usage de
d’alkynoylphénols. Garcia et al ont mis en évidence une méthode permettant de synthétiser des
aurones en milieu basique en présence de carbonate de potassium ou d’éthanolate de sodium
dans I’éthanol (180). Plus tard, d’autres voies alternatives seront réalisées, en utilisant la
tributylsuphine dans le DCM (181), le carbonate de Césium dans 1’acétone (182) ou encore du
nitrate d’argent dans le méthanol (183). Cette derniere méthode présente 1I’avantage de produire

exclusivement des aurones. Les autres voies produisant entre 4 et 18% de flavones (voie 7,

violette).
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Figure 33 Voies de synthese 7 a 8 de dérivés d'aurones a partir d'alynoylphénols et de dérivés
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Il est également possible d’obtenir des aurones en utilisant une voie mettant en jeu le 2-(1-
hydroxyprop-2-ynyl)phénol en présence d’or et de carbonate de potassium dans 1’acétonitrile
(voie 8, ) (184).

2.2.6.3 Autres voies de synthese

Il existe néanmoins d’autres voies utilisant des intermédiaires telle que les benzofuranones avec
les benzaldéhydes. Cette méthode est la plus couramment utilisée en raison de son efficacité,
de son rendement et du fait que de nombreux benzaldéhydes soient disponibles
commercialement. Elle peut se faire en milieu acide (185), en miliecu neutre avec de I’alumine
dans le DCM (186) ou a 1’aide d’hydroxyde de baryum par application de force de frottement
(187) ou le plus souvent en milieu basique avec de I’hydroxyde de potassium dans 1’éthanol ou
le méthanol (188). Il existe une alternative mettant en jeu un solvant eutectique de chlorure de

choline et d’urée avec un ratio 1 : 2 a la place de 1’éthanol (voie 4, rose) (189).

0] s A) H280y, ou HCI, MeOH ou EtOH O
1 B) KOH. MeOH ou EtOH g
i C) AlbO;, DCM ST\ o
R\_ ' [ ‘ » R | N\ Vore 4
Ny N —C —
i 7 W,
A
) 0 i . O s Br ALOs 1-2-dichloroéthane P
TRy OH 0 B DCC, DMAP, DCM ou DMF ’l' =y 7 =y = R ‘
R } ] ! JL\ _,:;:l.\ » R | ] g Q) S _Br
~_# HOT Br L ! h (I; ‘T
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NaOH, THF '\-'r()i(.: 5
O
i (-le o
2d(PPh), KaCOs, 1-4 dioxane ARy ""B\‘UH - (/
- R J RY )=
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Figure 34 Voies de synthése 4 et 5 de dérivés d'aurones. La voie 4 utilise comme précurseurs une benzofuranone et un
benzaldéhyde. La voie 5 est un couplage de Suzuki-Myaura entre des acides phénylboroniques et des dérivés bromés de
benzofuranones.
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La derniere et principale méthode pour synthétiser des aurones utilise le couplage de Suzuki-
Myaura entre des acides phénylboroniques et des dérivés du (Z)-2-bromométhylénebenzofuran-
3(2H)-one. Afin de synthétiser ces derniers, des dérives phénoliques et des dérivés dibromés
d’acide acrylique sont couplés puis réarrangés avec la méthode de Fries en présence d’alumine
dans le DCM. S’en suit une déshalogénation en milieu basique dans le tétrahydrofurane (THF)

(voie 5, marron) (190).

En conclusion, il existe une grande multitude de méthodes pour synthétiser des aurones. Cette
importante diversité permet non seulement d’avoir d’excellents rendements, mais également de
synthétiser une grande variété d’aurones différentes. En revanche, plusieurs de ces voies de
synthese entrainent la formation de d’autres flavones en paralléle, seule la voie utilisant les
benzofuranones fait exception. Cette voie a, par ailleurs, également 1’avantage de ne pas utiliser
de métaux souvent toxiques et colteux. C’est la méthode que nous avons retenue pour la suite

de ces travaux.
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3 Matériel et Méthodes
3.1 Chimie
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Figure 35 Les deux voies utilisées pour la synthese des 5-acétamidoaurones et 5-aminoaurones. La voie A met en jeu une condensation
entre une benzofuranone et un benzaldéhyde. La voie B, elle, emploie une cyclisation de la chalcone correspondante

Les dérivés des aurones ont été synthétisés par deux voies principales. Soit par cyclisation de
la chalcone correspondante en utilisant 1’acétate de mercure dans la pyridine avec des
rendements variant de 47 a 87%, soit par condensation de Claisen-Schmidt des benzofuranones
et des benzaldéhydes correspondants dans un solvant polaire, par catalyse basique ou acide.
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3.1.1 Syntheése par la condensation de Claisen-Schmidt

Pour la premiere méthode (A) on ajoute 1 équivalent de benzaldéhyde et 1 équivalent de
benzofuranone dans 20 ml de solvant eutectique de type chlorure de choline/urée au ratio 1 : 2,
avec 3 ml de solution de KOH a 50%. Laisser réagir, sous agitation, 2h a 80°, tout en suivant
la réaction par chromatographie sur couche mince (CCM). Une fois que la réaction est totale,
ajouter 50 ml d’eau et 5 ml d’une solution de HC1 a 1M. Laisser précipiter pendant 1h et filtrer.
Laver si besoin la poudre obtenue a 1’éther. Une poudre variant dans des nuances allant du jaune

ou rouge en fonction des substituants est obtenue avec des rendements de 40 a 78%.

3.1.2 Synthese par la voie des chalcones

Pour la seconde méthode (B), la chalcone est obtenue en faisant réagir 1 équivalent de
benzaldéhyde avec 1 équivalent d’une acétophénone dans 7,5 ml d’éthanol. Aprés une breve
agitation et dissolution des réactifs dans 1’éthanol, ajouter 2,5 ml de solution d’hydroxyde de
potassium a 50%. Laisser réagir 24h a température ambiante ou 2h a 90°. L’évolution de la
réaction est évaluée par CCM. Une fois la réaction totale, ajouter 20 ml d’eau froide et 5 ml
d’une solution d’acide chloridrique a 1M. Filtrer ensuite sous vide le précipité obtenu. Laver si
nécessaire a I’acétate d’éthyle. Une poudre variant dans des nuances allant du jaune au rouge

selon les substituants est obtenue avec des rendements entre 47 et 72%.

Ajouter ensuite la chalcone obtenue a 20 ml de pyridine et 1.1 équivalent d’acétate de mercure.
Sous agitation laisser réagir 1h a 110°. Une fois la réaction totale, arréter 1’agitation afin de
faire précipiter les sels de mercure au fond du ballon. Une fois que ceux-ci ont précipite,
récupérer la solution de pyridine en veillant a éliminer le plus possible de sels de mercure.
Ajouter 20 ml d’eau et 5 ml d’HCI, laisser précipiter pendant plusieurs heures, une poudre jaune
ou rouge précipite. La rincer plusieurs fois a I’eau afin d’éliminer toute la pyridine et le mercure.
Si nécessaire, solubiliser le mélange dans le DMSO, pour faire précipiter les restants de sel de
pyridine et de mercure. Une poudre jaune ou rouge selon les substituants est obtenue avec des

rendements variants de 77 a 87%.

Les molécules synthétisées lors de cette étude ainsi que leurs substitutions sont listées dans le
tableau 1.
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STRUCTURE 5 6 2 3' 4' 5'
1 H,C. N |
\g/ O S //® acétamido / / benzyloxy / /
2 .
acétamido / / / benzyloxy /
3
amine / / benzyloxy / /
a
amine / / / benzyloxy /
5
acétamido / isopropyloxy / / /
6
acétamido / / isopropyloxy / /
7
acétamido / / / isopropyl /
8
amine / isopropyloxy / / /
9
amine / / isopropyloxy / /
10
amine / / / isopropyloxy /
11 /
. O 2 O / amine / / /
12 9
O = . / / benzyloxy / benzyloxy /
"5

Tableau 1 Aurones synthétisées et leur structure
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3.2 Evaluation des activités biologiques des aurones

3.2.1 Evaluation des activités antimicrobiennes

3.2.1.1 Souches bactériennes et conditions de culture

Les bactéries utilisées sont des souches de référence provenant de la « the American Type
Culture Collection » (ATCC) et de la « German collection of microorganism and cell culture »
(DSMZ). Les bactéries Gram négatif utilisées sont: Escherichia coli (ATCC 8739),
Escherichia coli EHEC (ATCC K88), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Acinetobacter
baumannii (CIP 103572), Acinetobacter baumannii résistante (CIP 110431), Klebsiella
pneumoniae (DSM 26371), Salmonella enterica (CIP 80.39). Les bactéries Gram positif
utilisées sont : Bacillus subtilis (ATCC 6633), Bacillus subtilis Nisin resistant (DSM 347),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), Staphylococcus aureus MRSA (ATCC BAA-1717),
Listeria monocytogenes (DSMZ 20600), Micrococcus luteus (DSM 20030), Bacillus cereus
(DSM 31), Enterococcus faecalis vancomycin résistant (DSM 13591). Les bactéries anaérobies
utilisées sont : Clostridium difficile (DSMZ 1296), Clostridium perfringens type A (ATCC
13124), Helicobacter pylori (ATCC 43504), Clostridium coccoides (DSM 935), Clostridium
botulinum (DSM 1985), Propionibacterium acnes (ATCC 6919), Streptococcus pyogenes
(DSM 20565). Les champignons utilisés sont : Mycobacterium smegmatis (ATCC 700084),
comme modele de mycobactérie, Aspergillus niger (ATCC 9142), Candida albicans (DSM
10697).

3.2.1.2 Principe

Les méthodes de dilution utilisées pour déterminer la CMI sont considérées comme les

méthodes de référence pour les tests de sensibilité aux antimicrobiens. (191) (192)

Dans cette étude, la CMI a été évaluée par la méthode de micro-dilution des aurones dans un
milieu liquide de bactéries selon les recommandations de « the National Committee of Clinical

Laboratory Standards (NCCLS, 1997) » comme décrit précédemment.
3.2.1.3 Protocole

Pour les bactéries aérobies : 30 pL de la culture bactérienne ont été transférés dans 3 mL du
milieu Mueller Hinton (MH) frais puis incubés a 37 °C, 200 rpm, toujours dans des conditions

micro aérophiles.
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Pour les bactéries anaérobies : 30 pL de la culture bactérienne ont été transférés dans 3 mL du
milieu ceeur cerveau (BHI) frais puis incubés a 37 °C, 200 rpm, toujours dans des conditions

anaérobies.

Dans tous les cas, une fois que la densité optique (DO) de la suspension bactérienne, mesurée
par un spectrophotométre UV-visible & 600 nm, est égale a 1 (c’est-a-dire 108 bactéries/ml)
une dilution au 1/10 000 a été faite dans du milieu BHI/MH frais afin d’obtenir une suspension

de bactéries approximativement a 10*° bactéries/ml.

L’inoculum a été réparti sur une plaque stérile a fond plat en polypropyléne a 96 puits (Greiner
BioOne) de facon a avoir 100 pL de suspension bactérienne par puit. Dans les puits de la
premiére colonne, 100 uL supplémentaires ont été ajoutés afin d’obtenir un volume final de
200 pL.

Les solutions des différentes molécules sont préparées a la concentration de 100 mM dans du
DMSO.

Chague aurone a tester a été ajoutée a un puit de la premiére colonne a une concentration initiale
bien déterminée. Ensuite, les composés ont été dilués en série au demi en utilisant une pipette
multicanaux (Eppendorf Research plus 8 channel pipette ES-8-300), en partant du premier puit
jusqu’au 11°™ puit de facon & avoir une gamme de 11 concentrations décroissantes pour chaque
composé testé par dilution au 1/2. La derniere ligne de la plaque ne contenant que les bactéries
diluées dans le milieu de culture MH ou BHI selon la souche, sans aurone était considéree

comme un contréle non traité.

Les plaques ainsi préparées ont été incubées a la température optimale de croissance des
bactéries, a 37°C pendant 18-24 h dans des conditions, si nécessaire, micro-aérophiles générées

par BD GasPak system.

A la suite de I’incubation, la CMI est déterminée par une inspection visuelle : elle correspond

a la plus faible concentration en aurone inhibant totalement la croissance bactérienne

3.2.2 Evaluation de la toxicité

3.2.2.1 Especes cellulaires et condition de culture

La toxicité des aurones sur les cellules humaines a été évaluée en utilisant un test a la Résazurine
comme décrit précédemment (193-195). Les lignées cellulaires humaines utilisées dans le
cadre de ces travaux sont BEAS (ATCC CRL-9609), Caco 2 (ATCC HTB-37), HepG2 (ATCC
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HB-8065), HaCaT, HUVEC, IMR90, A498, qui correspondent respectivement a des cellules
humaines épithéliales pulmonaires, épithéliales intestinales, des cellules hépatiques, des
kératinocytes, de I’épithélium vasculaire, des fibroblastes pulmonaires et des cellules
épithéliales rénales. Les cellules ont été cultivées dans du milieu de culture modifié Dulbecco
(DMEM) supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (FBS), 1% de L-glutamine et 1%
d’antibiotiques (Thermo Fisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France). Les cellules ont été
cultivées réguliérement dans des flasques de 25 cm? et maintenues a 5% de CO, dans un

incubateur a 37°.
3.2.2.2 Protocole

Pour les essais de toxicité, les cellules ont été détachées en utilisant une solution de Tryspine-
EDTA (Thermo Fisher Scientific), comptées en utilisant une cellule de comptage de Mallasez
et inséminées dans des plaques de culture de 96 puits (Greiner bio-One, Dominique Dutscher,
Antiobiotics, Brumath, France) a approximativement 10 000 cellules par puit. Les cellules ont
été laissées en croissance entre 48 et 72h a 37° dans un incubateur a 5% de CO> jusqu’a ce
qu’elles atteignent la confluence. Le milieu de culture a été ensuite aspiré et les cellules ont été
traitées avec 100 pL de milieu de culture contenant des concentrations croissantes d’aurones
obtenues par des dilutions en cascade (de 500 a 0 uM, dilution & %), du DMSO (0,5% en
concentration finale) a été utilisé comme témoin négatif. Apres 48h d’incubation a 37° dans un
incubateur a 5% de CO», la viabilité des cellules a été évaluée en utilisant un kit de test de
toxicité in-vitro a la Rézasurine (Sigma Aldrich) selon les instructions fournies par le fabricant.
Les puits sont vidés et les cellules traitées avec 100 uL de Résazurine dilués a 1 :10 dans du
PBS stérile contenant du calcium et du magnésium (PBS ++, pH 7.4). Apres 4h d’incubation a
37°, I’'intensité de la fluorescence (a une longueur d’onde d’excitation de 530 nm et d’émission
590 nm) a été mesurée en utilisant le Synergy Mx microplate reader (Biotek). Les valeurs de
fluorescences obtenues ont été normalisées par le contréle (les cellules traitées par du DMSO)
et exprimées en pourcentage de viabilité des cellules. Les valeurs des IC50 des aurones sur la
viabilité cellulaire (c.a.d, la concentration d’aurones provoquant la réduction de 50% de la
viabilité cellulaire) ont été calculées en utilisant le logiciel GraphPad® Prism 7 software (San
Diego, CA, USA).
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3.2.3 Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

3.2.3.1 Principe

Le but de cette expérience est de rechercher si les aurones pourraient avoir également un effet
anti-inflammatoire qui pourrait s’avérer utile en complément de leur effet antibactérien. Pour
cela, on caractérise la capacité des aurones a inhiber la voie NF-kB en stimulant les cellules
avec une solution d’interleukine-1, activateur connu de ’inflammation via ses récepteurs
présents a la surface des cellules et activateur du facteur de transcription NF-xB. NF-«xB
intervient dans la régulation des génes responsables de I’inflammation comme les génes du
TNFa, I’interleukine-6 et I’interleukine-8. Si la présence de ces facteurs est diminuée alors cela

signifie que les aurones sont capables de bloquer cette voie de transcription.

Cette etude est menée sur des cellules ‘eLUCidate™ HelLa, NF-kB Reporter Cell Line . Ce
sont des cellules HeLa qui sont stablement transfectées pour exprimer un gene rapporteur LUC
(la Luciférase de Renilla) sous le controle d’un promoteur sensible a 1’activité du facteur de
transcription NF-xB. Une fois transcrite et traduite par la cellule, la luciférase se fixe a la
luciférine, catalysant son oxydation en présence d’ATP et d’oxygéne. Cette réaction émet des
photons et donc de la lumiére. Ce signal lumineux est ensuite lu grace a un luminomeétre a

plaque de 96 puits.

3.2.3.2 Culture des cellules HeLa Elucidate

Les cellules HeLa Elucidate ont été obtenues chez Genlantis, San Diego, US. Les cellules HelLa
étaient cultivées dans un milieu contenant 5% de DMSO dans des cryotubes dans 1’azote
liquide. Cette lignée a été cultivée dans du milieu DMEM supplémenté par 10% de sérum de
veau feetal (SVF), 1% d’antibiotiques Pénicilline-Streptomycine et des agents antimitotiques
de sélection (i.e. Puromycine (3 pg/mL), Blasticidine (5 pg/mL) et G418 (500 pg/mL) (Sigma-
Aldrich, Lyon, France). Les cellules sont ensuite incubées dans un flacon de culture cellulaire
de 75 cm? (Greiner BioOne, Monroe, NC, USA) dans un incubateur & 37°C en atmosphére
humide (> 95%) contenant 5% de COx.

Apres avoir atteint une confluence de 80%, les cellules ont été décollées avec 10 ml d’une
solution de Trypsine-EDTA (Thermo Fisher Scientific) quelques minutes a 37°C puis re-
suspendues dans un milieu de culture frais afin d’inhiber 1’effet de la Trypsine. Les cellules

sont par la suite diluées dans du milieu de culture et ensemencées dans des plaques pour culture
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cellulaire a 96 puits (Greiner bio-one) a raison de 25 000 cellules/puits dans le milieu de culture
puis incubées a 37°C toute une nuit.

3.2.3.3 Protocole

Le lendemain, le milieu est aspiré et on stimule les cellules avec une solution contenant de 1’I1-
1 dilué a 10 ng/ml en présence d’aurones a concentrations décroissantes (de 100 a 0,78 UM,
dilution au %2 en série). On utilise comme contréle une molécule de référence : I’Ammonium
Pyrrlidinedithiocarbamate (PDTC).

Aprés 6h d’incubation a 37°, on élimine le milieu et les cellules sont lysées avec 70 uL d’un
tampon de lyse (PBS/ 1% de Triton X-100). On place les plagues sous agitation orbitale a 200
rpm pendant 2 min. 50 pL sont prélevés de ce lysat et transférés dans des plaques 96 puits
blanches opaques pour luminescence contenant déja 50 UL de substrat de la luciférase Renilla
(Genofax C fourni par la société Yelen, Marseille, France et contenant de la luciférine et de
I’ ATP notamment).
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4 Résultats

4.1.1 Chimie

Tous les réactifs ont été manipulés et conservés a température ambiante. Les spectres RMN *H
ont été mesurés sur des spectromeétres Brucker AC 300 et AC 400 (respectivement 300 et 400
MHz). Les données ont été classées et rapportées comme il suit : le déplacement chimique en
ppm en fonction du signal du solvant (pic & 7.26 ppm pour CDClz; pic a 2.49 ppm pour du
DMSO-dg), la multiplicité du signal (s = singulet, d = doublet, t = triplet, g = quadruplet, quint
= quintuplet, dd = doublet de doublet, m = multiplet), les constantes de couplage (en Hz), et
I’assignation. Les spectres RMN 13C H ont été mesurés sur des spectrométres Brucker AC 300
et AC 400 (respectivement 75 et 100 MHz). Les déplacements chimiques ont été mesurés vis-
a-vis des pics des solvants (77 ppm pour CDClz et 39,5 ppm pour le DMSO- dg). L’analyse

élémentaire est obtenue sur analyseur élémentaire CHNSO Thermo Finnigan EA 1112.

Figure 36 Structure et numérotation des
carbones de I'aurone

1 : Z)-N-(2-(3-(benzyloxy)benzylidene)-3-0xo0-2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)acétamide

Rendement : 80%; *H NMR (300MHz, DMSO-ds): & 10.16 (s, 1H, NH), 8.10 (d, 1H, J=2 Hz,
C-Hg), 7.84-7.80 (dd, 1H, J=2.2;8.9 Hz, C-He), 7.63 (s, 1H, C-H>»’), 7.58-7.32 (m, 8H), 7.14-
7.11 (dd, 1H, J=7.9 Hz, C-Hy"), 6.89 (s, 1H, C-Ha0), 5.18 (m, 2H, CHy), 2.07 (s, 3H, CH3). 13C
NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 183.74 (C-4), 168.51 (CO), 161.36 (C-8), 158.53 (C-3"), 146.92
(C-2), 136.87 (C-1bn), 135.64 (C-5), 133.14 (C-5"), 130.1 (C-6"), 128.87 (C-6), 128.48 (C-3bn),
127.94 (C-4bn), 127.83 (C-2bn), 124.14 (C-1"), 120.62 (C-9), 117.27 (C-4"), 116.75 (C-2",
113.45 (C-7), 113.17 (C-4), 112.09 (C-10), 69.34 (CH2), 23.91 (CH3). Analyse élementaire
calculée (en %) pour C22aH19NOa: C, 74.79; H, 4.97; N, 3.63; trouveée :C, 74.74; H, 5.01; N,
3.60. m/z: 385.13141.
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2 : (2)-N-(2-(4-(benzyloxy)benzylidéne)-3-ox0-2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)acétamide

Rendement : 72%; *H NMR (300MHz, DMSO-de): & 10.14 (s, 1H, NH), 8.09 (d, 1H, J=2.02
Hz, C-Ha), 7.96-7.93 (d, 2H, J=8.8 Hz, C-H"), 7.82-7.79 (dd, 1H, J=2.2;8.9 Hz, C-Hs), 7.50-
7.34 (m, 6H, C-H7,bn), 7.16-7.13 (d, 2H, J=8.8 Hz, C-H5'), 6.90 (s, 1H, C-Hio), 5.18 (m, 2H,
CHy>), 2.07 (s, 3H, NHCOCHs3).23C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 183.37 (C-3), 168.48 (CO),
161.06 (C-8), 159.93 (C-4"), 145.75 (C-2), 136.58 (C-1bn), 135.45 (C-5), 133.39 (C-2), 128.56
(C-19, 128.49 (C-3bn), 128 (C-4bn), 127.84 (C-2bn), 124.64 (C-6), 120.95 (C-9), 115.52 (C-
3", 113.33 (C-7), 113.08 (C-4), 112.68 (C-10), 69.44 (CH2), 23.9 (CH3). Analyse élémentaire
calculée (en %) pour C24H19NOa4: C, 74.79; H, 4.97; N, 3.63; trouvée : C, 74.77; H, 4.96; N,
3.61. m/z: 385.13141.

3 : (2)-5-amino-2-(3-(benzyloxy)benzylidéne)benzofuran-3(2H)-one

Rendement : 80%; ‘H NMR (300MHz, DMSO-ds): & 7.61 (bs, 1H, C-Hy"), 7.55-7.53 (d, 1H,
J=8.8 Hz, C-Hy), 7.50-7.48 (d, 2H, C-Habn), 7.41 (dt, 2H, C-Habn), 7.36-7.33 (M, 2H, C-Hs’ 4bn),
7.11-7.09 (dd, 1H, J=7.9 Hz, C-He), 7.06-7.04 (dd, 1H, J=7.9 Hz, C-H4), 6.83 (d, 1H, J=2 Hz,
C-Ha), 6.77 (s, 1H, C-Huo), 5.26 (bs, 2H, NHy), 5.17 (m, 2H, CHy). *C NMR (75 MHz,
DMSO-ds): 6 184.24 (C-3), 158.48 (C-3'), 158.14 (C-8), 147.21 (C-2), 145.63 (C-5), 136.87
(C-1bn), 133.43 (C-1", 129.97 (C-5"), 128.42 (C-3bn), 127.86 (C-4bn), 127.75 (C-2bn), 124.71
(C-6), 123.89 (C-7), 120.91 (C-9), 117.04 (C-4", 116.4 (C-2"), 113.21 (C-6"), 110.73 (C-10),
105.45 (C-4), 69.31 (CH2). Analyse élémentaire calculé (en %) pour C22H17NO3: C, 76.95; H,
4.99; N, 4.08; trouvée C, 76.88; H, 5.01; N, 4.04. m/z: 343.12084.

4 : (2)-N-(3-ox0-2-(4-phenoxybenzylidéne)-2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)acétamide

Rendement : 67%; *H NMR (300MHz, DMSO-ds): & 10.15 (s, 1H, NH), 8.11 (d, 1H, J=2 Hz,
C-Ha), 8.03-8.00 (d, 2H, J=7.9 Hz, C-H>’), 7.83-7.79 (dd, 1H, J=2.2;8.9 Hz, C-He), 7.50-7.42
(m, 3H, C-H7.7"), 7.22 (t, 1H, J=7.4 Hz, C-Hg'), 7.12-7.09 (m, 4H, C-Hs:¢'), 6.94 (s, 1H, C-H10),
2.07 (s, 3H, NHCOCH3). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 5 183.43 (C-3), 168.38 (CO), 161.14
(C-8), 158.41 (C-1"), 155.43 (C-4"), 146.18 (C-2), 135.5 (C-5), 133.43 (C-3"), 130.15 (C-2),
128.67 (C-6), 126.79 (C-1'), 124.27 (C-4"), 120.76 (C-9), 119.41 (C-3"), 118.28 (C-2"), 113.24
(C-7), 113.11 (C-4), 111.83 (C-10), 23.82 (CH3). Analyse élémentaire calculée (en %) pour
C23H17NOu4: C, 74.38; H, 4.61; N, 3.77; trouvée : C, 74.35; H, 4.67; N, 3.73. m/z: 371.11576.

5 : (2)-N-(2-(2-isopropoxybenzylidene)-3-oxo-2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)acétamide

Rendement : 93%; ‘H NMR (300MHz, DMSO-ds): § 10.15 (s, 1H, NH), 8.21-8.19 (d, 1H,
J=1.2;7.8 Hz, C-Hs), 8.12 (bs, 1H, C-H4), 7.81-7.78 (d, 1H, J=8.7 Hz, C-Hs), 7.52-7.49 (d, 1H,
J=8.9 Hz, C-H7), 7.42 (dt, 1H, J=7.7 Hz, C-Hs), 7.20 (s, 1H, C-Huo), 7.16-7.13 (d, 1H, J=8.3
Hz, C-Hs’), 7.08 (dt, 1H, J=7.6 Hz, C-Hs’), 4.75 (q, 1H, J=5.9;11.9 Hz, C-Hisep), 2.07 (s, 3H,
NHCOCHs), 1.35-1.33 (d, 6H, J=5.8 Hz, C-H3isop). *C NMR (75 MHz, DMSO-de): § 183.52
(C-3), 168.39 (CO), 161.15 (C-8), 156.76 (C-2), 146.69 (C-2), 135.5 (C-5), 131.85 (C-6"),
131.38 (C-4"), 128.64 (C-6), 121.03 (C-9), 120.73 (C-1"), 120.69 (C-5"), 113.85 (C-7), 113.28
(C-4), 113.11 (C-10), 105.92 (C-3"), 70.49 (CHiPr), 23.83 (CH3), 21.74 (CH3IiPr). Analyse
élémentaire calculée (en %) pour C20H1sNOs: C, 71.20; H, 5.68; N, 4.15; trouvée :C, 71.14; H,
5.67; N, 4.12. m/z: m/z: 337,13.

66



6 : (Z2)-N-(2-(3-isopropoxybenzylidene)-3-oxo-2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)acétamide

Rendement : 91%; *H NMR (300MHz, DMSO-ds): 8 10.19 (s, 1H, NH), 8.12 (d, 1H, J=2 Hz,
C-Hs4), 7.83-7.80 (dd, 1H, J=2.2;8.9 Hz, C-Hs), 7.57-7.52 (m, 3H, C-H»' 4 7), 7.40 (dt, 1H, J=8.0
Hz, C-Hs), 7.04-7.01 (dd, 1H, J=2.6;8.2 Hz, C-H¢), 6.91 (s, 1H, C-Hi), 4.68 (g, 1H,
J=5.9;11.9 Hz, C-Hisop), 2.07 (s, 3H, NHCOCHj3), 1.31-1.29 (d, 6H, J=5.8 Hz, C-H3isep). *C
NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 183.73 (C-3), 168.49 (CO), 161.35 (C-8), 157.66 (C-3'), 146.87
(C-2), 135.62 (C-5), 133.17 (C-1", 130.1 (C-5", 128.86 (C-6), 123.56 (C-6"), 120.64 (C-9),
118.25 (C-2"), 117.32 (C-3"), 113.41 (C-7), 113.17 (C-4), 112.28 (C-10), 69.35 (CHiPr), 23.88
(CH3), 21.77 (CH3IPr). Analyse élémentaire calculée (en %) pour C20H19NOa: C, 71.20; H,
5.68; N, 4.15; trouvée C, 71.18; H, 5.66; N, 4.16. m/z: m/z: 337,13.

7 : (Z2)-N-(2-(4-isopropoxybenzylidene)-3-oxo-2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)acétamide

Rendement : 93%; *H NMR (300MHz, DMSO-ds): 5 10.14 (s, 1H, NH), 8.10 (d, 1H, J=1.9 Hz,
C-Ha), 7.94-7.91 (d, 2H, J=8.8 Hz, C-H>’), 7.82-7.78 (dd, 1H, J=2.2;8.8 Hz, C-Hg), 7.51-7.48
(d, 1H, J=8.89 Hz, C-Hy), 7.06-7.03 (d, 2H, J=8.8 Hz, C-H3-), 6.90 (s, 1H, C-H10), 4.72 (q, 1H,
J=5.9;11.9 Hz, C-Hisop), 2.07 (s, 3H, NHCOCHj3), 1.30-1.28 (d, 6H, J=5.8 Hz, C-H3isop). 1*C
NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6 183.25 (C-3), 168.39 (CO), 160.98 (C-8), 159.16 (C-4), 145.6
(C-2), 135.39 (C-5), 133.41 (C-2"), 128.48 (C-6), 124.02 (C-1), 120.94 (C-9), 115.94 (C-3),
113.2 (C-7), 113.06 (C-4), 112.77 (C-10), 69.5 (CHiPr), 23.83 (CH3), 21.68 (CH3iPr). Analyse
élémentaire calculée (en %) pour C20H1eNO4: C, 71.20; H, 5.68; N, 4.15; trouvee C, 71.18; H,
5.69; N, 4.12. m/z: m/z: 337,13.

8 : (2)-5-amino-2-(2-isopropoxybenzylidéne)benzofuran-3(2H)-one

Rendement : 68%:; 'H NMR (300MHz, DMSO-ds): 6 8.19-8.17 (d, 1H, J=6.9 Hz, C-H¢), 7.39
(t, 1H, J=7.3 Hz, C-H4), 7.26-7.24 (d, 1H, J=8.7 Hz, C-H), 7.14 (d, 1H, C-H3-), 7.11 (bs, 2H,
NH2), 7.08-7.06 (d, 1H, C-Hs), 7.06-7.04 (dd, 1H, J=2.2;7.7 Hz, C-He), 6.95 (s, 1H, C-Hao),
6.85 (d, 1H, J=2.2 Hz, C-Ha4), 4.73 (9, 1H, J=5.9;11.9 Hz, C-Hisop), 1.34-1.32 (d, 6H, J=5.8 Hz,
C-H3isop). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 184.16 (CO), 158.14 (C-8), 156.62 (C-2'), 147.02
(C-2), 145.24 (C-5), 131.55 (C-6"), 131.33 (C-4"), 124.76 (C-6), 121.4 (C-9), 121.11 (C-5"),
120.72 (C-1"), 113.85 (C-7), 113.23 (C-10), 105.77 (C-3"), 104.8 (C-4), 70.46 (CHiPr), 21.82
(CHS3IPr). Analyse élémentaire calculée (en %) pour C20H1sNO4: C, 71.20; H, 5.68; N, 4.15;
trouvée C, 71.24; H, 5.74; N, 4.18. m/z: m/z: 337,13.

9 : (2)-5-amino-2-(3-isopropoxybenzylidéne)benzofuran-3(2H)-one

Rendement : 51%; 'H NMR (300MHz, DMSO-de): 6 7.57-7.54 (d, 1H, J=7.8 Hz, C-H¢"), 7.51
(bs, 1H, C-H>'), 7.51-7.48 (d, 1H, J=8.6 Hz, C-H), 7.43-7.40 (d, 2H, J=7.8 Hz, C-Hs), 7.41
(dt, 1H, J=7.8 Hz, C-Hs’), 7.27 (d, 1H, J=1.9 Hz, C-Hy), 7.04-7.01 (dd, 1H, J=2.0;8.0 Hz, C-
Hs), 6.89 (s, 1H, C-Hao), 4.68 (q, 1H, J=5.9;11.9 Hz, C-Hisop), 1.31-1.29 (d, 6H, J=5.8 Hz, C-
H3isop). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 183.65 (C-3), 160.93 (C-8), 157.67 (C-3"), 146.95
(C-2), 137.64 (C-5), 133.24 (C-1, 130.11 (C-5"), 128.17 (C-6), 123.56 (C-6"), 121.25 (C-9),
118.24 (C-2'), 117.28 (C-3"), 113.96 (C-7), 112.14 (C-4), 111.46 (C-10), 69.35 (CHiPr), 21.79
(CHS3IiPr). Analyse élémentaire calculée (en %) pour C10H17NOs: C, 71.20; H, 5.68; N, 4.15;
trouvée C, 71.18; H, 5.65; N, 4.12. m/z: 295,12.
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10 : (Z2)-5-amino-2-(4-isopropoxybenzylidene)benzofuran-3(2H)-one

Rendement : 50%; *H NMR (300MHz, DMSO-de): & 7.97-7.95 (d, 2H, J=8.8 Hz, C-H>"), 7.66-
7.64 (m, 3H, C-Hase7), 7.07-7.05 (d, 2H, J=8.8 Hz, C-H3), 6.98 (s, 1H, C-Hio). *C NMR (75
MHz, DMSO-ds): & 183.22 (C-3), 160.22 (C-8), 159.12 (C-4"), 145.7 (C-2), 133.38 (C-2"),
138.33 (C-5), 127.35 (C-7), 124.1 (C-1"), 121.52 (C-9), 115.94 (C-3"), 113.69 (C-6), 112.51 (C-
4), 110.58 (C-10), 69.49 (CH2iPr), 21.68 (CH3iPr). Analyse élementaire calculée (en %) pour
C10H17NO3: C, 71.20; H, 5.68; N, 4.15; trouvée C, 71.15; H, 5.66; N, 4.18. m/z: 295,12.

11 : (Z2)-6-amino-2-(4-methoxybenzylidéne)benzofuran-3(2H)-one

Rendement : 57%; *H NMR (300MHz, DMSO-ds): & 7.87-7.84 (d, 2H, J=7.9 Hz, C-Hy"), 7.41-
7.38 (d, 1H, J=8.25 Hz, C-Hy), 7.06-7.03 (d, 2H, J=7.4 Hz, C-H3"), 6.59 (bs, 1H, C-Hy), 6.47-
6.44 (dd, 1H, J=8.5 Hz, C-Hs), 6.41 (s, 1H, C-Hio), 3.82 (s, 3H, OCHs3). 3C NMR (75 MHz,
DMSO-ds): 6 179.72 (C-4), 168.04 (C-8), 159.96 (C-6), 158.02 (C-4"), 146.99 (C-2), 132.36
(C-2'), 125.59 (C-4), 124.99 (C-1), 114.47 (C-3"), 110.99 (C-10), 109.13 (C-9), 108.49 (C-5),
93.52 (C-7), 55.24 (OCH3). Analyse élémentaire calculée (en %) pour C16H13NO3z: C, 71.90;
H, 4.90; N, 5.24; trouvée C, 71.78; H, 4.97; N, 5.21. m/z: 267.08954.

12 : (2)-2-(2,4-bis(benzyloxy)benzylidéne)benzofuran-3(2H)-one

Rendement : 79%; *H NMR (300MHz, DMSO-ds): § 8.22-8.20 (d, 1H, J=8.0 Hz, C-H¢), 7.78-
7.75 (m, 2H, C-Hag), 7.55-7.53 (d, 1H, J=8.5 Hz, C-H), 7.48-7.30 (m, 11H), 7.20 (s, 1H, C-
Hio), 6.91 (d, 1H, J=2 Hz, C-H5’), 6.84-6.81 (d, 1H, J=7.8 Hz, C-Hs’), 5.26 (s, 2H, CH2), 5.20
(s, 2H, CH2). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): § 182.97 (C-3), 164.92 (C-8), 161.66 (C-4"),
159.09 (C-2), 145.17 (C-2), 137.08 (C-1"), 136.44 (C-1Bn), 136.42 (C-1Bn), 132.6 (C-6),
128.55 (C-3Bn), 128.43 (C-3Bn), 128.05 (C-4bn), 127.98 (C-4Bn), 127.83 (C-2Bn), 127.72 (C-
2Bn), 124.04 (C-4), 123.69 (C-5), 121.16 (C-9), 113.54 (C-7), 113.1 (C-5"), 107.81 (C-6"),
106.07 (C-10), 100.46 (C-3", 70.06 (CH2), 69.64 (CH2). Analyse élémentaire calculée (en %)
pour C29H2204: C, 80.1*7; H, 5.10; trouvée : C, 80.22; H, 5.11. m/z: 434.15181.
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4.1.2 Concentrations minimales inhibitrices

CMI (um) S. B. E. P. H. M. C.
AUREUS SUBTILIS COLI AERUGINOSA PYLORI SMEGMATIS ALBICANS
GEMIFLOXACINE 0.06 0.02 0.06 0.25 - 2 -
AMPHOTERICINE - - - - - - 1.1
B
1 25 39 7.8 100 12.5 50 >100
2 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
3 >100 15.8 >100 >100 50 50 >100
4 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
5 >100 >100 >100 >100 >100 100 >100
6 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
7 25 15.8 15.6 >100 12.5 50 >100
8 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
9 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
10 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
11 12.5 7.8 7.8 100 6.25 50 >100
12 25 31.25 62.5 >100 12.5 100 >100

Tableau 2 Concentration minimale inhibitrice (en uM) des 12 aurones synthétisées sur S. aureus, B. subtilis, E. col, P.
aeruginosa, H. pylori, M. smegmatis et C. albicans

Un premier screening sur une série de pathogenes a été réalisé : S. aureus, B. subtilis, E. coli,
P. aeruginosa, H. pylori, M. smegamatis, C. albicans. Celui-ci a eu pour but de sélectionner les
premieres molécules intéressantes en les testant sur un panel de pathogenes différents, parmi
eux des bactéries Gram positif (S. aureus, B. subtilis), des Gram négatif (E. coli, P. aeruginosa,

H. pylori), mycobactéries (M. smegamatis) et des champignons (C. albicans).

Les résultats obtenus (tableau 2) sur ces premiers essais ont permis d’identifier quatre molécules
actives. La molécules 1 est active sur la plupart des pathogénes notamment B. subtilis (CMI =
3.9 uM), S. aureus (CMI = 25 uM), E. Coli (CMI = 7.8 uM) et H. pylori (CMI = 12.5 uM)
mais pas sur le Gram négatif P. aeruginosa (CMI = 100 uM). Elle présente également une
Iégere activité sur M. smegmatis (50 uM) mais aucune sur C. albicans (CMI > 100). Ces
résultats sont comparables a ceux obtenus pour la molécule 7 qui est inactive sur les mémes
souches (CMlIp. aeruginosa > 100, CMlc. amicans >100). Elle est également peu active sur M.
smegmatis (CMI = 50uM)), et active sur B. subtilis (CMI = 15.8 uM), S. aureus (CMI =25 uM),
E. Coli (CMI = 15.6 pM) et H. pylori (CMI = 12.5 pM). On note tout de méme qu’elle est

Iégerement moins active que la molécule 1. Ce schéma se répéte sur les deux autres molécules
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actives, 11 est active sur B. subtilis (CMI = 7.8 uM), S. aureus (CMI = 12.5 uM), E. Coli (CMI
= 62.5 uM) et H. pylori (CMI = 6.25 uM), peu active sur M. smegmatis (CMI = 50uM) et
inactive sur P. aeruginosa et C. albicans (CMIp. aeruginosa = 100, CMIc. amicans >100). La molécule
12, quant a elle a des CMI sur B. subtilis, S. aureus, E. Coli et H. pylori de respectivement
31.25, 25, 62.5 et 12.5 uM. Comme les précedentes elle est inactive sur P. aeruginosa (CMI >
100 puM) et C. albicans (CMI > 100 uM). Les autres molécules de cette chimiotheque ne sont
actives sur aucune de ces souches, a I’exception de la molécule 3 qui posséde une légére activité

sur H. pyloril et M. smegmatis (CMI =50 uM).

Afin de pouvoir mieux caractériser et tester leur effets sur plusieurs autres pathogenes, ces 4
molécules vont étre testées sur une plus grande collection de pathogénes parmi lesquels des
bactéries Gram positif : S. aureus méticilline résistant, Listeria monocytogenes, M. luteus, B.
cereus, B. subtilis nisine résistant, C. perfringes, C. difficile, C. botulinum, C. coccoides, C.
propionicum, E. faecalis, P. acnes, S. pyogenes, des bactéries Gram négatif : E. coli EHEC, A.
baumannii, A. baumannii méticilline résistant, S. enterica, K. pneumoniae et une espéce de

champignon filamenteux : A. niger. (Tableau 3)

Avec ces nouveaux tests, la plupart des bactéries ESKAPE sont testées. Parmi celles-ci, les
seules souches sur lesquelles ces dérivés d’aurones semblent avoir une activité intéressante sont
S. aureus (et S. aureus méticilline résistant) et E. coli (et E. coli entérohémorragique) avec
respectivement des CMI variant entre 3.9 et 50 UM et entre 7.8 et 50 uM. Un effet est également

observé sur A. baumannii avec des CMI entre 12.5 et 50 uM.

En revanche, sur les souches anaérobies, C. perfringens, C. difficile, C. botulinum, C. coccoides
et C. propionicum, les résultats sont trés prometteurs avec notamment des MIC de 0.78 uM
pour les molécules 11 et 12 sur C. difficile, et de 0.78 uM sur C. bottulunim pour les molécules
1,11 et 12. Il semblerait donc que les aurones possedent d’excellentes propriétés antibiotiques
sur les bactéries du genre clostridioides. Néanmoins, ces résultats ne sont pas transposables a
toutes les souches anaérobies testées puisque 1’on ne constate pas ou peu d’effet chez C.

perfringes et P. acnes.

70



MIC (uM) 1 7 11 12

Sarm 12.5 25 12.5 50
L. monocytogenes 3.12 6.25 12.5 25
M. luteus 50 12.5 50 100
B. cereus 12.5 25 12.5 25
B. subtilis nisine 12.5 12.5 12.5 12.5
resistant
C. perfringens >100 >100 >100 >100
C. difficile 12.5 3.12 0.78 0.78
C. botulinum 0.78 3.12 0.78 0.78
C. coccoides 0.78 3.12 50 6.25
C. propionicum 3.12 100 3.12 50
E. faecalis 100 >100 100 >100
P. acnes 100 >100 50 >100
S. pyogenes 50 50 50 100
Ehec 12.5 25 12.5 50
A. baumannii 12.5 25 12.5 50
A. baumannii >100 >100 100 >100
carbapeneme
resistant
S. enterica 25 50 25 100
K. pneumoniae >100 >100 >100 >100
A. niger 12.5 25 12.5 25

Tableau 3 concentrations minimales inhibitrices des molécules 1,7, 11 et 12 sur une nouvelle série de bactéries Gram positif,
négatif et anaérobies

De plus, les aurones semblent avoir une activité supérieure sur les bactéries Gram positif. En
effet, outre leurs activités importantes sur la famille des clostrideioides, les tests ont mis en
évidence une activité sur S. aureus (et MRSA) avec des CMI variant de 12.5 uM pour 1 et 11
a 25 uM pour 7 et 12. On peut également relever une excellente activité sur Listeria
monocytogenes avec des valeurs de CMI allant de 3.12 a 25 uM. La méme remarque peut étre
faite pour B. subtilis et B. cereus. En revanche, en ce qui concerne les bactéries Gram négatif :
P. aeruginosa, K. pneumoniae et A. Baumannii méticilline résistant, S. enterica les valeurs des
MIC sont bien plus élevées. Néanmoins, H. pylori semble étre trés sensible aux aurones avec
des MIC de 6.25 uM pour lamolécule 11 et 12,5 uM pour les molécules 1,7 et 12. Ce pathogene,
bien qu’il soit Gram négatif, est connu pour avoir la sensibilité des bactéries Gram positif, ce

qui explique ces résultats prometteurs.
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Un dernier point important est la présence d’un effet sur Aspergillus niger, avec des CMI variant
entre 1,5 et 25 uM. Méme si cette souche n’est pas 1a plus dangereuse des membres du genre

Aspergillus, elle témoigne d’une potentielle activité sur des souches comme A. fumigatus et

peut-étre sur d’autres champignons.

4.1.3 Toxicité

IC50 (M) BEAS CACO 2 HACAT HUVEC IMR90 HEPG2 A498
1 ‘ 169 199.6 268.5 1231 421.4 472.4 398.2
7 ‘ 125.9 186.5 322.9 120.3 437.6 639.4 453
11 ‘ 153.8 198.3 246.5 68.4 446.2 453.7 378.3
12 ‘ 379.7 460.5 1684 757 688.5 1528 614.5

Tableau 4 IC50 des 4 aurones synthétisées sur plusieurs types de cellules humaines

Les données obtenues suite aux études de toxicité sont encourageantes (tableau 4). En effet, il
semblerait que la structure aurone présente une toxicité intrinséque faible. Les données
montrent que les ICso sont obtenues a des doses entre 150 et 700 uM pour la plupart. La seule
aurone qui présente une toxicité relativement importante est la molécule 11 sur les cellules
HUVEC qui sont des cellules de 1’épithélium vasculaire. Cette ICso reste tout de méme bien

plus élevée que les CMI obtenues pour cette méme molécule sur les pathogenes sur lesquels
elle a un effet.

Il ne semble pas y avoir de toxicité supérieure sur les cellules cancéreuses (CACO 2, A498)
vis-a-vis des cellules saines (BEAS, Hacat, Huvec, IMR90).
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Figure 37 : Courbe des IC50 de la toxicité des 4 aurones (A7=1, B5=7, C11= 11 et C12 =12) sur les cellules de gauche a droite
et de bas en haut : BEAS, Caco2, HaCaT, HUVEC, IMR90, HepG2 et A498
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4.1.4 Activité anti-inflammatoire

A la suite du test de I’activité anti-inflammatoire sur IL-1-p, les 4 aurones (molécules 1,7,11 et
12) n’ont pas un effet anti-inflammatoire probant, ou du moins n’ont pas un effet inhibiteur sur
la voie NF-xB. En effet, bien que 1’on remarque une nette chute de la concentration en
marqueurs de I’inflammation & des concentrations de 100 uM, I’effet a des concentrations plus
basses tend vers un effet pro-inflammatoire. De plus, si on s’intéresse plus spécifiquement a la
plage d’action antibactérienne de ces aurones (entre 0.78 UM et 25 UM en fonction des souches),

on se rend compte que les composes testes ont plutdt un effet pro-inflammatoire.

Inhibition de I'action pro-inflammatoire de I'IL-
lbeta

du control positif)
—
—
-
—i
—

1 7 11 12 PDTC

Réponse inflammatoire a I'lL-1beta (%

m0,78 m156 m3,12 m6,25 m12,5 W25 m50 m100 pM

Figure 38 : Pourcentages de la réponse inflammatoire vis-a-vis du contréle positif induite par une
exposition des cellules a IL-1 en fonction de la concentration des aurones
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5 Discussion

Les résultats obtenus au cours de cette étude confirment que les aurones ont bien une activité
contre les bactéries Gram positif, résultat préalablement obtenu dans la littérature (11,154).
Notamment avec les aurones 1,7,11 et 12 contre S. aureus (sensible et résistant a la Méticilline),
L. monocytogenes, C. difficile, C. bottilinum, C. coccoides et B. subtilis avec des CMI entre
0.78 et 25 puM. Les activités sur les différents variants de S. aureus permettent de mettre en
évidence que I’acquisition de résistance a la Méticilline ne diminue pas la sensibilité aux

aurones.

Cette étude a également permis de mettre en lumiére pour la premiere fois des aurones actives
contre des pathogénes Gram négatif comme E. coli et A. baumannii. En effet, les 4 aurones
selectionnées sont actives contre E. coli ainsi qu’E. coli entero-hémorragique. En revanche,
elles ne sont actives que contre A. baumannii sensible mais pas la souche résistante aux

carbapénemes.

Cependant, aucun composé n’a eu d’activité sur E. faecalis, P. aeruginosa et K. pneumoniae.
Témoignant que I’activité est encore supérieure sur les bactéries Gram positif. 1l est également
intéressant de noter une activité contre un champignon filamenteux, A. niger, contrairement a

C. albicans pour lequel il n’y a aucune molécule active et qui est une levure.

Malgré le nombre assez faible de molécules testées, il peut étre intéressant d’analyser la relation
structure activité des composés. La molécule 1 posséde un groupement acétamido en position
5 et un groupement benzyloxy en position 3’. En la comparant avec les molécules 2,3 et 4 on
peut en déduire que le groupement acétamido présente un intérét supérieur au groupement
amine présent sur les molécules 3 et 4. De plus, le groupement benzyloxy semble avoir une
activité plus importante en position 3’ plutdt qu’en position 4’ comme sur la molécule 2 et 4

(Tableaux 2 et 3).
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Figure 39 Les 4 molécules les plus actives suite aux criblages réalisés sur plusieurs bactéries, mycobactéries
et champignons

Concernant la molécule 7, il est intéressant de la comparer aux molécules 5 a 9, toutes porteuses
de groupements isopropyl mais a des positions différentes et avec, en position 5, soit des
groupements amines soit des groupements acétamido. La position 4’ pour le groupement
isopropyl semble en effet étre la meilleure si 1I’on compare avec les molécules 5 et 8 qui portent
le benzyloxy en position 2” ou aux molécules 6 et 9 qui portent ce méme groupement en position
3’. De plus, comme pour la molécule 1, le groupement acétamido semble avoir un effet
supérieur au groupement amine, puisque, si on compare les molécules 7 et 10, on remarque que

la molécule 7 est bien plus active.

La molécule 11 quant a elle, semble indiquer que le groupement amine pourrait donner un effet
en position 6 et que le groupement méthoxy pourrait lui aussi apporter une plus-value
thérapeutique. 1l serait également intéressant de comparer les groupements méthoxy en position

2°,3°,4’ et 5” ainsi que de comparer les groupements amine et acétamido en position 6.

Finalement la molécule 12 permet de mettre en évidence I’intérét de molécules polysubstituées
sur le cycle B, mais il n’y a pas de molécule de comparaison. Cela pose néanmoins la question
de I’effet attribuable aux substituants 5 et 6. En effet, lamolécule 12 a des CMI trés intéressantes
sur certaines souches sans pour autant porter de groupement en position 5 et 6. Cependant, les
valeurs des CMI attribuables a cette molécule sont légérement plus basses que pour les autres

molécules intéressantes.

76



Ces résultats sont d’autant plus encourageants que les aurones semblent étre des molécules tres
peu toxiques avec des ICso sur cellules humaines entre 64 et 1528 uM ce qui en fait des
molécules a excellent indice thérapeutique avec une marge thérapeutique importante. Il n’y a

pas de différence notable entre la toxicité sur cellules saines et malignes.

L’analyse de la relation structure activité par rapport a la toxicité des molécules n’est pas
particuliérement pertinente. Contrairement a celle sur 1’activité antibactérienne, toutes les
molécules ont une toxicité trés faible, il est donc plus probable que les aurones en générale ne
soient pas toxiques et que les substitutions réalisées dans ces études n’influent que trés peu
dessus. A nouveaux, a la vue du faible nombre de composés, toute analyse définitive de la

relation structure activité est impossible.
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Tableau 5 Concentration minimale inhibitrice de nouvelles aurones sur C. Difficile
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Néanmoins, plusieurs questions restent en suspens. Tout d’abord en ce qui concerne I’activité
anti-inflammatoire. Les aurones testées durant cette étude ont bien un effet contre
I’inflammation mais a des doses bien plus élevées que les CMI. Les résultats a fortes
concentrations vont dans le sens de la littérature (166,167), en revanche les résultats a faible
dose semble avoir un effet pro-inflammatoire. Ce phénoméne n’a pas été observé dans les

études précédemment citées.

Il est également important de noter qu’aucune recherche du mécanisme d’action des aurones
n’a été réalisée. Aucune autre étude n’a réussi a caractériser la nature de leur effet, mais Olleik
et al ont mis en évidence que les aurones ne sont pas pore-forming (11). Il pourrait étre
intéressant de réaliser des études de docking et de dynamique moléculaire in silico. Une fois
ces données collectées, il pourrait étre plus facile de caractériser les modifications clés pour
optimiser I’effet antibactérien. Des études de cinéetiques sont en cours. 1l faut également élargir
les tests sur un nombre plus grand de souches fongiques comme A. fumigatus ou encore C.
neoformans pour confirmer ou non l’intérét des aurones dans le traitement d’infections

fongiques, notamment sur les champignons filamenteux.

Concernant le mécanisme d’action, il peut étre légitime de s’interroger si 1’action des
groupements isopropyl et benzyloxy n’est que protectrice vis-a-vis d’un groupement hydroxy a

I’instar d’une prodrogue ou s’ils ont un effet direct du fait de leur structure.

D’autres questions restent en suspens telles que le potentiel d’homo et d’hétérodimere. En effet
dans le contexte de molécule naturelle cela peut étre intéressant et de nombreux cas de figure

peuvent étre retrouves.

A la lumiére de toutes ces données, il est indéniable que les aurones sont des composés
prometteurs dans la lutte antibactérienne. Néanmoins, les activités obtenues lors de cette étude
sont encore en dessous des activités requises pour que 1’on puisse envisager les aurones comme
une solution exploitable rapidement. En effet, d’autres composés, comme par exemple la
Gémifloxacine, ont encore des activités bien supérieures. Il est donc absolument nécessaire de
continuer a optimiser la structure des molécules les plus prometteuses de cette étude, en
explorant d’autres modifications. C’est en partie ce qui a été fait avec les nouveaux composés
présentés dans le tableau 6. Ces nouvelles aurones ont déja en partie été synthetisées et testées
sur plusieurs souches, comme sur C. difficile (tableau 5), sur lequel de nouveaux essais ont
permis de confirmer qu’une di-substitution du cycle B avec des groupements benzyloxy jouait

un role clef dans 1’activité des aurones.
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6 Conclusion

Les infections bactériennes et leurs résistances aux traitements antibiotiques actuels sont un
enjeu majeur de la recherche médicale a tel point que I’OMS a classé les bactéries en plusieurs
catégories selon I’importance de leurs résistances et la gravité des infections dont elles sont
responsables. Développer de nouvelles molécules capables de cibler ces pathogénes
potentiellement résistants tout en poursuivant les efforts déja engagés pour améliorer la gestion

et réglementer ’utilisation des antibiotiques devient ainsi un enjeu capital.

Les résultats obtenus montrent, en accord avec la littérature (11,154), que les aurones sont des
molécules ayant un important potentiel antibactérien. En effet, d’excellentes concentrations
inhibitrices sont atteintes sur certaines souches comme notamment Clostridium difficile.
D’autres souches semblent avoir une sensibilité intéressante a la structure aurone,
essentiellement parmi les bactéries Gram positif. Les résultats obtenus sur des souches comme
les SARM ou L. monocytogenes vont dans ce sens et sont encourageants. Les résultats obtenus
sur A. niger semblent indiquer des effets intéressants en ce qui concerne 1’action sur des
champignons. Parmi les molécules testées, quatre ont été retenues comme les plus

prometteuses, 1,7,11 et 12.

Un autre point clé de cette étude est la faible toxicité des aurones sur les cellules humaines, a la
fois malignes et saines. Aucune molécule ne présente une toxicité importante et tous les index

thérapeutiques sont tres élevés.

L’analyse de la relation structure activité, méme si le nombre de molécules est faible, a permis
d’isoler les groupements les plus intéressants et peut ouvrir la voie a la synthese de nouveaux

composés encore plus actifs.

En conclusion, ces travaux ont permis de confirmer le potentiel de la structure aurone en tant
qu’agent antimicrobien. Leur faible toxicité est un réel atout vis-a-vis des molécules
classiquement utilisées dans ce domaine. Néanmoins, les résultats sont encore loin d’étre
suffisamment probants, il faut donc continuer a synthétiser de nouvelles molécules afin
d’enrichir la chimiothéque et d’affiner au maximum 1’étude de la relation structure activité. Ce
travail, accompagné par la recherche du mécanisme d’action et I’optimisation de la synthése,

permettra d’isoler et d’optimiser les molécules les plus prometteuses.
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