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Titre : Formulation médicale contre Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
responsable des infections invasives

Abrégé : La présente invention est destinée au domaine pharmaceutique, elle vise
I'élaboration d’'une nouvelle formule qui peut étre utilisée comme ingrédient de base
d’'un antibiotique contre Staphylococcus aureus résistante a la méticilline (SARM) dont
l'indice de multirésistance est de 75 %. La nouvelle formulation se base sur le caractére
synergétique entre I'émodine et le kaempférol, deux molécules isolées a partir d’'une
plante marocaine Rhamnus alaternus (Ra). Cette invention décrit I'effet de la synergie sur
'augmentation du potentiel inhibiteur contre SARM a des doses non cytotoxiques sur la
ligné des macrophages. En testant les molécules séparément, '’émodine a donné une
bonne concentration minimale inhibitrice (CMI) alors que le kaempférol était modérément
actif. Or, le mélange de ces deux molécules a de trés petites concentrations a pu augmenter
de maniére synergique la bioactivité.
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Titre

Formulation médicale contre Staphylococcus aureus résistant a la méticilline responsable des
infections invasives

Abrégé

La présente invention est destinée au domaine pharmaceutique, elle vise 1’élaboration d’une
nouvelle formule qui peut étre utilisée comme ingrédient de base d’un antibiotique contre
Staphylococcus aureus résistante a la méticilline (SARM) dont I’indice de multirésistance est
de 75 %. La nouvelle formulation se base sur le caractére synergétique entre I’émodine et le
kaempférol, deux molécules isolées a partir d’une plante marocaine Rhamnus alaternus (Ra).
Cette invention décrit I’effet de la synergie sur I’augmentation du potentiel inhibiteur contre
SARM a des doses non cytotoxiques sur la ligné des macrophages. En testant les molécules
séparément, I’émodine a donné une bonne concentration minimale inhibitrice (CMI) alors que
le kaempférol était modérément actif. Or, le mélange de ces deux molécules a de tres petites

concentrations a pu augmenter de maniere synergique la bioactivité.
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Titre
Formulation médicale contre Staphylococcus aureus résistant a la méticilline responsable des

infections invasives

Description

Domaine technique de I’invention : La présente invention se rapporte au domaine médical et
pharmaceutique, et plus particulierement a une formulation contre Staphylococcus aureus

résistant a la méticilline.

Etat de ’art antérieur :

La pathogénicité et la résistance des SARM constituent toujours un réel probleme de la santé
public. Les chercheurs intensifient les efforts pour lutter contre cette problématique. Dans ce
contexte, on rappel des brevets qui ont décrit leur démarche pour la mise en ceuvre d’une
alternative au traitement actuel contre les staphylocoques responsables des infections invasives
en utilisant différentes approches comme la nanomédecine!, ou I’invention Numéro WO
2019/162972 A1 a reporté 1’€élaboration de nanobioparticules de phage et leur gel doués d’une
activité lytique importante contre les SARM in vitro et in vivo.

Le document N° WO 2017/113031 a démontré I’efficacité des dérivés pyrimido-isoquinoline-
quinones dans une composition pharmaceutique contre les SARM?.

Plusieurs autres études ont entamé la recherche des molécules bioactives anti SARM d’origine
naturelle a partir des plantes médicinales. Parmi les fameuses molécules, I’émodine était
largement étudiée. Il a été démontré que 1’émodine présente diverses activités biologiques,
notamment Dactivité anti-SARM>* c’est une molécule qui a présenté une activité
antimicrobienne directe contre des souches cliniques et standard du SARM en réduisant les
CMIs de I’ampicilline et I’ oxacilline, des B-lactamines utilisés en mélange avec I’émodine’. Les
essais in vivo de I’émodine contre le SARM ont montré que ce compos€ peut causer une
altération de la paroi et de la membrane cellulaire de la bactérie®. Cependant, malgré I’ efficacité
pharmacologique de cette molécule, I’émodine est trés connue par sa faible solubilité et
stabilité’, sa cytotoxicité & des concentrations élevées ainsi que par son cout élevé. De ce fait,
la recherche d'une approche qui pourrait augmenter en synergie sa bioactivité a des
concentrations plus faibles est trés importante, ce qui a souligné ’'importance de tester
I’émodine en combinaison avec d’autres molécules comme le kaempférol appartenant a la

famille des flavonoides.
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Problémes techniques

e Malgré les efforts intensifiés pour la découverte des nouveaux agents antimicrobiens, la
problématique des souches multirésistantes et surtout les SARM responsables des
maladies invasives est toujours en évolution.

e Les traitements actuels ont certainement des effets indésirables non négligeables, et a
certaines doses et durée de traitement, ils sont toxiques.

e Les produits d’origine naturelle peuvent constituer une source pertinente des molécules
bioactives efficaces et non toxiques.

e L’émodine est une anthraquinone naturelle largement utilisée contre les staphylocoques
mais trés connue par sa faible solubilité, sa cytotoxicité a des concentrations élevées
ainsi que son cout €levé.

Exposé de I’invention

Staphylococcus aureus est 1a principale bactérie pathogeéne avec un large spectre clinique allant
des infections cutanées et des tissus mous aux infections internes invasives telles que la
pneumonie, 1'endocardite, la bactériémie et la septicémie®. La pathogénicité de S. aureus est
encore compliquée par 1'émergence de souches résistantes telles que SARM. Récemment,
SARM est devenu la bactérie pathogeéne prédominante non seulement des infections
hospitaliéres, mais aussi de celles associées a la communauté entrainant une grande propagation
et transmission, ce qui conduit & une morbidité et une mortalité élevée™'”.

La recherche des autres agents antimicrobiens efficaces, non toxiques et moins chers est
devenue une exigence. L’¢laboration d’'une nouvelle formulation a base des plantes médicinales
capable de tuer les bactéries pathogénes comme SARM devient donc une nécessité. A titre
d’exemple, I’émodine qui appartient a la famille des anthraquinones est largement testé en
pharmacologie et isol¢ a partir de différentes especes de plantes.

A cet effet, la présente invention s’intéresse a une formulation qui peut étre utilisée contre
Staphylococcus aureus résistante a la méticilline (SARM ATCC 29213) a base de ’effet
synergique entre deux molécules kaempférol et I’émodine isolées de Rhamnus alaternus, une
plante aromatique et médicinale utilisée au centre du Maroc dans le traitement traditionnel des
maladies infectieuses.

Bréve description des dessins

La figure 1 illustre les spectres de la résonance magnétique nucléaire (1H-RMN) de I’émodine
(600 MHz, CDCl3) et le kaempférol (600 MHz, C3HsO) isolés a partir de Rhamnus alaternus.
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La figure 2 présente les spectres de la spectrométrie de masse a ionisation électronique (EIMS)
de I’émodine et le kaempférol isolés a partir de Rhamnus alaternus.

La figure 3 indique les spectres a impact é€lectronique a haute résolution (HREIMS) de
I’émodine et le kaempférol 1solés de Rhamnus alaternus.

La figure 4 montre les structures chimiques de I’émodine (1) et le kaempférol (2) isolés a partir
de I’extrait actif éthanolique des feuilles de Rhamnus alaternus.

La figure 5 illustre un histogramme montrant la différence entre les CMIs des molécules
seules et en combinaison. En combinaison la CMI de I’émodine est de 3,9 ug/ml et celle de
kaempférol est de 7,81 pg/ml.

Description détaillée de I’invention

Cette intervention décrit une approche qui pourrait augmenter de maniére synergique la
bioactivit¢ a des concentrations plus faibles des molécules d’origine naturelle contre
Staphylococcus aureus résistante les antibiotiques et particuliérement la méticilline responsable
des maladies invasives. Cette invention concerne particulierement une formulation a base de
I’émodine et le kaempférol isolés de la plante marocaine Rhamnus alaternus. Ladite
formulation comporte un mélange de 3,9 ug/ml de 1I’émodine et 7,81 pg/ml de Kaempférol. Les
dilutions ont été réalisées a partir d’une solution mere des deux molécules a une concentration

de 10 mg/ml.

Selon la présente invention, la combinaison des deux molécules d’émodine et le kaempférol

présente un effet de synergie et diminue ainsi les concentrations minimales inhibitrices.

La formulation objet de ’invention peut étre utilisée dans la composition d’'un médicament

contre les maladies et infections causées par Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.

Dans une premiére étape, I’extrait éthanolique actif de Rhamnus alaternus a été fractionné par
chromatographie sur colonne de gel de silice €luée avec différents gradients des solvants
appropriés (Acétate d'éthyle-méthanol-eau distillée (80 :10 :10, 1L)). Quarante-six fractions ont
¢té collectées, combinées sur la base de leurs profils par chromatographie sur couche mince
(CCM) en douze fractions (F1-F12) et testées contre les souches de S. aureus résistant a la
méticilline SARM (ATCC 29213). Comme résultats, trois sous-fractions F3 (175,9 mg), F5
(37,6 mg) et F6 (31,5 mg) étaient les plus actives, et ont fait ’objet d’une autre chromatographie
sur colonne de silice éluée avec du CH2Cl2/ MexCO de polarité croissante. La sous-fraction F3
a donné le composé 1 (2,5 mg), la sous-fraction F5 a donné un mélange du composé 1 (0,7 mg)

et du composé 2 (3,8 mg) alors que la sous-fraction F6 a donné le composé 2 (16,6 mg).
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Dans la deuxieme étape, des échantillons a partir de ces deux composés ont €té solubilisés dans
les solvants deutérés appropriés dans des tubes analytiques de 5 mm de diametre pour étre
analyser par résonance magnétique nucléaire du proton (RMN-1H) (Figure 1) complétée par la
spectrométrie de masse (SM) afin de confirmer les structures des deux composés isolés de
I’extrait éthanolique de Rhamnus alaternus. Par conséquent, les spectres de RMN ont été
enregistrés avec un spectrometre de type Britkker Avance 600 (fréquence de 600.13 MHz (1H)),
puis analysés par un logiciel de traitement des données Topspin 2.1. De plus, les analyses par
spectrométrie de masse a savoir MS a ionisation électrique (EIMS) (Figure 2) et MS a impact
¢électronique a haute résolution (HREIMS) (Figure 3) ont été réalisées al’aide d’un ’Micromass
Autospec Spectrometer’’. La figure 4 montre les structures identifiées des deux composés ou

le composé 1 a été défini comme émodine alors que le composé 2, le kaempférol.

Dans la troisieme étape, les deux molécules ont été testées contre SARM (ATCC 29213), une
souche de référence dont le profil antibiogramme a été déterminé. Cette souche a montré un
indice de multirésistance de 75%. En plus de la résistance a la méticilline, SARM (ATCC
29213) était résistante a douze autres antibiotiques parmi seize testés. FS ayant présentée
"activité la plus importante contenait un mélange de ces deux molécules ce qui nous a mené a
¢valuer I’effet synergique. De ce fait, 1'évaluation de la synergie entre l'émodine et le
kaempférol a été réalisée dans une plaque a 96 puits en utilisant la méthode du damier comme
décrit dans la littérature'>'2. Pour se faire, dix concentrations d'émodine et huit concentrations
de kaempférol ont été préparées en dilutions en série Y2 a partir des solutions méres de 10
mg/mL. Par la suite, I'émodine a des concentrations décroissantes (62,5-0,1220 pg/mL) a été
introduite horizontalement dans les microplaques a 96 puits et le kaempférol (250-1,953
ug/mL) a été introduit verticalement. Apres cela, du milieu Luria-Bertani contenant la
suspension bactérienne du SARM a une concentration de 5x10° UFC/mL a été ajouté, puis la
microplaque a été incubée a 37 °C pendant 24 h. L'analyse de la combinaison a été obtenue en
calculant la concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) a savoir que la CIF de I’émodine est
la concentration minimale inhibitrice lorsqu'il est utilisé en combinaison avec le kaempférol,
divisée par la concentration minimale inhibitrice de I’émodine utilisé seul, qui meéne au calcul
de I'indice de CIF, qui est la somme des CIF des deux molécules en combinaison, et qui définit

la nature de leur interaction comme suit :

2. ICIF = CIF(Emodine) + CIF(Kaempferol) Eq:1
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Ou
CIF (Emodine) = CMI (Emodine) eI.l combinaison Eq:2
CMI (Emodine) seul
Et
CIF (Kaempférol) = CMI (Kaempférol) en combinaison Eq:3

CMI (Kaempférol) seule

1L1Z gont les suivantes :

Les interprétations de cet indice selon la littérature
S, synergie (CIF <0,5) ;
A, additif (CIF > 0,50 et <1) ;
L, indifférent (CIF > 1 et <4) ;

An, antagonisme (CIF>4) ;

Comme indique la figure 5, séparément la CMI de I’émodine était de 15,63 ug/mL, alors que
celle du kaempférol était de 500 pg/mL. Alors que la CMI de I’émodine en combinaison avec
le kaempférol était 3,90 ug/mL et du kaempférol 7,81 pg/mL. Y ICIF calculé dans la présente
invention est de 0,27, ce qui confirme un effet synergique trés remarquable entre les deux
molécules contre le SARM. La formule a permis de réduire la CMI de I’émodine 4 fois et celle
de kaempférol 64 fois. Autrement dit, le mélange en plus de son activité plus importante, il nous
a permis d’utiliser de trés petites concentrations des deux molécules (surtout celle de I’émodine)
et donc d’économiser le cout, réduire la cytotoxicité causée par I’utilisation des concentrations
¢levées ainsi que d’augmenter la solubilité de I’émodine utilis€ en petites dose en comparaison
avec celle de kaempférol.

Dans la derniére étape, nous avons testé la cytotoxicité des molécules afin de vérifier le profil
de sécurité des deux molécules vis-a-vis de la ligné cellulaire des macrophages. Ce test a été
effectué comme décrit dans la littérature'®. 2x10° de cultures de macrophages de la ligné
J774A.1 ont été placées dans une microplaque a 96 puits pendant 2 h dans un incubateur a 5%
de CO2 a 37 °C, puis des dilutions en série des 2 molécules ont été préparées en puits profond,
puis transmises a la microplaque contenant la culture des macrophages donnant un volume final
de 100 pL. Enfin, la microplaque a été incubée dans une atmosphere a 5% de CO2 pendant 24
h. Le pourcentage de viabilité cellulaire a ét¢é évalué a I'aide du réactif alamarBlue® (10%). Les

valeurs CCso (Concentration amenant une cytotoxicité de 50%) ont été était satisfaisantes avec
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aucun effet cytotoxique a la dose testée (CCso> 100 pg/mL) des deux molécules vis-a-vis de la
lignée cellulaire des macrophages.
Selon I’invention, cette formule peut étre utilis€é pour fabriquer un médicament antibactérien

destiné a tuer les SaRM.
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Bacillus pumilus strain X22
Accession number (FJ763645.1)

Fd1 amorce

AGGAGGTGGCGCCGTGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGA
TAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT
GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGC
GAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGAC
AGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGC
TGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGT
GAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGTGACA
AGAGAG

R16 amorce

CTCTCTTGTCACTTCGGCGGCTGGCACCATAAAGGTTACCTCCTCACCGACTTCGGGTGTTGCAAACTCTCGTG
GTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGAT
TCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTATGGGATTGGCTAAACCTTG
CGGTCTTGCAGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTCAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGA
TCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCT
GTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTC
GCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGC
GACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAG
CACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCA
GTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAA
TTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACAT
CAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCG
CGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGLCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGA

Sphingobacterium suaedae strain T47
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Accession number (NR_145877.1)

Fdl amorce

TTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTAGCGGCAGGCCTAATACATGCAAGTCGGACGGGATCCATCG
GAGAGCTTGCTCGAAGATGGTGAGAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGAGCAACCTACCCATATCAGGG
GGATAGCCCGGAGAAATCCGGATTAACACCGCATGAGACAGTATTACCGCATGGTATAGCTGTTAAATATTTA
TAGGATATGGATGGGCTCGCGTGACATTAGCTAGTTGGTAGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGTCTAG
GGGCTCTGAGAGGAGAATCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAG
GAATATTGGTCAATGGGCGGAAGCCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGACTGCCCTATGGGTTGTAAA
CTGCTTTTATCCGGGAATAAACCCCAGTACGTGTACTGGGCTGAATGTACCGGAAGAATAAGGATCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAG
GCGGCCCGTTAAGTCAGGAGTGAAAGACGGCAGCTCAACTGTCGCAGTGCTCTTGATACTGATGGGCTTGAAT
CCAGTTGAAGTGGGCGGAATAAGACAAGTAGCGGTGAAATGCATAGATATGTCTTAGAACTCCGATTGCGAA
GGCAGCTCACTAAAGTGGTATTGACGMTGATGCACGAAAGCGTGGGGATCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCTTAAACGATGATGACTCGATGTTAGCGATATATTGTTAGCGTCCAAGCGAAAGCGTTAAGTCAT
CCACCTGGGGAGTACGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTGAAAGTTAGTGAAGGATGCAGAGACGCATC
CGTCCTTCGGGACACGAAACTAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTATGTTTAGTTGCCAGCATGTTATGGTGGGGACTCTAAACAGACTGCCTGCGCAA
GCAGTGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGCTACAATG
GACGGTACAACGGGCAGCTACACAGCAATGTGATGCCAATCTTTAAAAGCCGTTCACAGTTCGGATCGGGGTC
TGCAACTCGACCCCGTGAAGTTGGATTCGCTAGTAATCGCGTATCAGCAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCCATGAAAGCTGGGGGTGCCTAAAGCATGTAACCGCAAGGAGCGTGTT
AGGGCAAAACCGGTAATTGGGGCTAAGTCGTAACAAGGTAACCAATC

R16 amorce

GATTGGTTACCTTGTTACGACTTAGCCCCAATTACCGGTTTTGCCCTAACACGCTCCTTGCGGTTACATGCTTTA
GGCACCCCCAGCTTTCATGGCTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGTCATTGCTG
ATACGCGATTACTAGCGAATCCAACTTCACGGGGTCGAGTTGCAGACCCCGATCCGAACTGTGAACGGCTTTT
AAAGATTGGCATCACATTGCTGTGTAGCTGCCCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCCGGACGTA
AGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCACTGCTTGCGCAGGCAGGCAGTCTGTTTAGAGTCCCC
ACCATAACATGCTGGCAACTAAACATAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACACCTCACGGCACGA
GCTGACGACAGCCATGCAGCA
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Revendications

1.

W

Formulation pharmaceutique caractérisée en ce qu’elle comporte un mélange de deux
molécules d’émodine et le kaempférol.

Formulation pharmaceutique, selon la revendication 1, caractérisée en ce que le mélange
comporte 0,39 % d’émodine et 0,781 % de kaempférol.

Formulation pharmaceutique, selon la revendication 1, caractérisée en ce que les deux
molécules d’émodine et le kaempférol sont extraite a partir de la plante Rhamnus
alaternus.

Formulation pharmaceutique, selon ’une des revendications précédentes, caractérisée
en ce qu’elle est utilisée contre les Staphylococcus aureus résistantes aux antibiotiques.
Formulation pharmaceutique, selon ’une des revendications précédentes, caractérisée
en ce qu’elle est utilisée contre les Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline.
Formulation pharmaceutique, selon I’une des revendications précédentes, caractérisée
en ce que la combinaison des deux molécules d’émodine et le kaempférol présente un
effet de synergie et diminue ainsi les concentrations minimales inhibitrices.
Formulation pharmaceutique, selon ’une des revendications précédentes, caractérisée
en ce que I’effet de synergie diminue la concentration minimale inhibitrice de I’émodine
4 fois et celle de kaempférol 64 fois.

Formulation pharmaceutique contre Staphylococcus aureus résistant a la méticilline,
selon I’une des revendications précédentes, caractérisée en ce qu’elle ne stresse pas les
macrophages et ne présente pas de toxicité vis-a-vis de cette lignée cellulaire.
Formulation pharmaceutique contre Staphylococcus aureus résistant a la méticilline,
selon I’'une des revendications précédentes, caractérisée en ce qu’elle peut étre utilisée
dans la composition d’un médicament contre les maladies et infections causées par

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.
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RAPPORT DE RECHERCHE

AVEC OPINION SUR LA BREVETABILITE
(Conformément aux articles 43 et 43.2 de la loi 17-97 relative a la
protection de la propriété industrielle telle que modifiée et complétée
par la loi 23-13)

Renseignements relatifs a la demande

N° de la demande : 51937

Date de dépdbt : 09/12/2020

Déposant : UNVERSITE SIDI MOHAMMED BEN ABDELLAH
ET UNVERSIDAD DE LA LAGUNA

Intitulé de finvention: FORMULATION MEDICALE CONTRE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
RESISTANT A LA METICILLINE RESPONSABLE DES INFECTIONS INVASNVES

Le présent document est le rapport de recherche avec opinion sur la brevetabilité établi par TOMPIC conformément
aux articles 43 et 43.2, et notifié au déposant conformément a l'article 43.1 de la loi 17-97 relative a la protection de
la propriété industrielle telle que modifiée et complétée par la loi 23-13.

Les documents brevets cités dans le rapport de recherche sont téléchargeables a partir du site
hitp:/fworldwide espacenet.com, et les documents non brevets sont joints au présent document, s’il y en a lieu.

Le présent rapport contient des indications relatives aux éléments suivants :

Partie 1 : Considérations générales
X Cadre 1:Base du présent rapport
O Cadre 2 : Priorité
[0 Cadre 3 : Titre et/ou Abrégé tel qu'ils sont définitivement arrétés

Partie 2 : Rapport de recherche

Partie 3 : Opinion sur la brevetabilité
[ Cadre 4 : Remarques de forme et de clarté
[ Cadre 5 : Défaut d'unité d’invention
[ Cadre 6 : Observations a propos de certaines revendications exclues de la brevetabilité
X Cadre 7 : Déclaration motivée quant a la Nouveauté, I'Activité Inventive et I'Application Industrielle

Examinateur: Redouane TELLAA
Date d’établissement du rapport : 23/06/2021

Téléphone: 212 5 22 58 64 14/00
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Partie 1 : Considérations générales

Cadre 1 : base du présent rapport

Les piéces suivantes de la demande servent de base a I'établissement du présent rapport :
» Description
17
Revendications
9
+ Planches de dessin
3

Partie 2 : Rapport de recherche

Classement de I'objet de la demande :

CIB: A61K36/72, A61P31/04
CPC: A61K36/72

Plateformes et bases de données électroniques de recherche :
EPOQUENET, WPI, SCIENCEDIRECT, IEEE, ORBIT

Documents cites avec, le cas echeant, 'indication des

Catégorie* passages pertinents revendications

N° des

visées

JEUNE-SEOB LEE ET AL; SYNERGISTIC EFFECT OF
EMODIN IN COMBINATION WITH AMPICILLIN OR
OXACILLIN AGAINST METHICILLIN-RESISTANT
STAPHYLOCOCCUS AUREUS; 27/05/2009

1-9

MING LIU ET AL; L'EFFET ANTI-MRSA DIRECT DE
A L'EMODINE VIA L'ENDOMMAGEMENT DE LA MEMBRANE
CELLULAIRE; 22/05/2015

THIDARATCHALOTHORN ET AL; SYNTHESIS AND
ANTIBACTERIAL ACTMTY OF EMODIN AND ITS
DERIVATIVES AGAINST METHICILLIN-RESISTANT
STAPHYLOCOCCUS AUREUS; 29/08/2019

PEIWENYE ET AL; EFFET A LONG TERME CONTRE LE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTANT A LA

A METHICILLINE DE L'EMODINE LIBEREE PAR DES
MEMBRANES COAXIALES DE NANOFIBRES
ELECTROFILEES AVEC UN PROFIL BIPHASIQUE; 27/02/2020

DIMING ET AL, KAEMPFEROL INHIBITS THE PRIMARY
A ATTACHMENT PHASE OF BIOFILM FORMATION IN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS; 01/10/2017

MOHAMED A IBRAHIM ET AL; METHICILLIN-RESISTANT
A STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA)-ACTIVE
METABOLITES FROM PLATANUS OCCIDENTALIS
(AMERICAN SYCAMORE); 01/12/2009

JAJIU SHAW; IDENTIFICATION OF THE METABOLITES OF A
A NOVEL ANTI-MRSA COMPOUND, KAEMPFEROL-3-O-ALPHA-
L-(2",3"-DI-P-COUMARQYL)RHAMNOSIDE (KCR),
EXTRACTED FROMAMERICAN SYCAMORE; 01/03/2018

1-9

RROB (Version Décembre 2018)
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*Catégories spéciales de documents cités :

-« X » document particulierement pertinent ; l'invention revendiquée ne peut étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

-«Y » document particulierement pertinent ; linvention revendiquée ne peut étre considérée comme impliquant une activité inventive lorsque le
document est associé a un ou plusieurs autres documents de méme nature, cette combinaison étant évidente pour une personne du métier

-« A » document définissant I'état général de la technique, non considéré comme particulierement pertinent

-« P » documents intercalaires ; Les documents dont la date de publication est située entre la date de dépét de la demande examinée et la date
de priorité revendiquée ou la priorité la plus ancienne s'il y en a plusieurs

-« E » Eventuelles demandes de brevet interférentes. Tout document de brevet ayant une date de dépét ou de priorité antérieure a la date de
dépdt de la demande faisant I'objet de la recherche (et non a la date de priorité), mais publié postérieurementa cette date et dont le contenu
constituerait un état de la technique pertinent pour la nouveauté

Partie 3 : Opinion sur la brevetabilité

Cadre 4 : Remarques de forme et de clarté

L’objet des revendications 6-8 ne satisfait pas aux exigences de larticle 35 de la loi 17-97
modifiée et complétée par la loi 23-13, car l'objet de la protection demandée n'est pas
clairement défini. Les revendications tentent de définir 'objet par le résultat recherché, ce qui

revient simplement a énoncer le probléeme sous-jacent, sans indiquer les caractéristiques
techniques nécessaires pour parvenir a ce résultat.

Cadre 7 : Déclaration motivée quant a la Nouveauté, I’Activité Inventive et I’Application Industrielle

Nouveauté Revendications 1-9 Oui
Revendications aucune Non
Activité inventive Revendications 1-9 Oui
Revendications aucune Non
Application Industrielle Revendications 1-9 Oui
Revendications aucune Non

Il est fait référence aux documents suivants. Les numéros d'ordre qui leur sont attribués ci-aprés seront
utilisés dans toute la suite de la procédure

D1: SYNERGISTIC EFFECT OF EMODIN IN COMBINATION WITH AMPICILLIN OR OXACILLIN
AGAINST METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS

1. Nouveauté

Aucun document de létat de la technique ne divulgue une formulation pharmaceutique a
base d’émodine et de Kaempférol telle que décrite dans la revendication 1 de la présente
demande.

Par conséquent, 'objet des revendications 1-9 est nouveau au sens de l'article 26 de la loi
17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13.

2. Activité inventive

Le document D1 est considéré comme [létat de la technique le plus proche de 'objet de la

RROB (Version Décembre 2018) Page 3 sur4
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revendication 1 de la présente demande, il décrit l'activité antimicrobienne de Iémodine (EM)
isolée de Rheum palmatum en combinaison avec lampicilline (AM) ou loxaciline (OX)
contre plusieurs souches de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
(SARM). L'activité combinée de 'EM et de deux agents antimicrobiens (AM, OX) contre les
souches a entrainé un indice de concentrations inhibitrices fractionnaires (FICI) allant de
0,37 a 0,5 et de 0,37 a 0,75, respectivement. L'effet de IEM avec AM et OX s'est avéré étre
synergique ou partiellement synergique.

L’objet de la revendication 1 de la présente demande differe de D1 en ce que la formulation
comprend la Kaempférol en plus de 'émodine.

Le probleme que la présente demande se propose de résoudre peut étre considéré comme
la fourniture d’'une formulation alternative pour le traitement des infections dG au
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM).

La solution proposée dans la revendication 1 de la présente demande peut étre considérée
comme impliquant une activité inventive pour les raisons suivantes :

Aucun document de I'état de la ne divulgue ou suggeére l'utilisation d’'une formulation a base
de Kaempférol en plus de 'émodine traitement des infections di au Staphylococcus aureus
résistant a la Méthicilline (SARM). Méme si l'art antérieur décrit I'activité antibactérienne de
ces deux composés d’'une maniere séparée, 'lhomme de métier ne s’attendrait a leffet
synergique résultant de leur association, le test des CMIs décrit dans la figure 5 de la
présente demande prouve [effet synergique revendiqué.

Par conséquent, I'objet des revendications 1-9 implique une activité inventive au sens de
larticle 28 de la loi 17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13.

3. Application industrielle

L’objet de la présente invention est susceptible d’application industrielle au sens de l'article
29 de la loi 17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13, parce qu'il présente une
utilitté déterminée, probante et crédible.
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