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ABREVIATIONS

2D : deux dimensions

ABA : acide abscissique

ABC : ATP binding casette

ACT : artemisin combination therapies

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : Acide ribonucléique

ASAQ : artésunate / amodiaquine

ATP : Adénosine triphosphate

BHIA : B-hématine inhibitory activities

CDRI : Institut Central de recherche de médicaments indiens
CI50 : concentration inhibitrice a 50%

Cipro : ciprofloxacine

Cipro-Ad : analogue prodrogue contenant un adamantane de la
ciprofloxacine

Cipro-Bz : analogue prodrogue contenant un ferrocéne de la
ciprofloxacine

Cipro-Et : analogue prodrogue de la ciprofloxacine
Cipro-Fc : analogue prodrogue contenant un ferrocéne de la
ciprofloxacine

CQ : chloroquine

DAG : diacylglycérol

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole

DFT : density fonctionnel theory

DGDG : digalactosyldiacylglycérol

DHA : dihydroartémisinine

di-DMFQ : N-didesméthylferroquine

DMAPP : Dimethylallyl pyrophosphate

DMF : diméthylformamide

DMFQ : N-desméthylferroquine

DMPO : 5,5-Diméthyl-1-Pyrroline-N-Oxyde

DMSO : diméthylsulfoxide
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DND:i : Drugs for Neglected Diseases initiative
DOX : doxycycline

DOXP : 1-déoxy-D-xylulose 5-phosphate

DSM : Dutch State Mines

EMA : Agence Européenne des Médicaments

EN : électronégativité

EPO : érythropoiétine

ESRF : European synchrotron radiation facility
FAS : fatty acid synthase

Fc : ferrocéne

FDA : food and drud administration

Fmet : formylméthionine

FP : ferriprotoporphyrine 1X

FQ : ferroquine

FQ-Me : ferroquine méthylée

G6PD : glucose-6-phosphate déshydrogénase
GDH : glutathion

GPI : glycosylphosphatidylinositol

GRP : globules rouges parasités

GRP-Ru : globules rouges parasités contenant du ruthénium
GRS : globules rouges sains

GRS-Ru : globules rouges sains contenant du ruthénium
GSK : GlaxoSmithKline

GTP : guanosine triphosphate

GyrA : gyrase sous-unité A

GyrB : gyrase sous-unité B

Hb : hémoglobine

HDP : heme detoxification protein

HF : hartree-fock

HMBC : Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HO*® : radical hydroxyle

HPLC : Chromatographie liquide haute performance

HRP : protéine riche en histidine
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ICAM 1 : Intercellular Adhesion Molecule 1

ICP-MS : Inductively coupled plasma mass spectrometry
IgE : Immunoglobuline E

IPP : isopenténylpyrophosphate

kDa : kilodalton

keV : kilo electron volt

MAG : monoacylglycérol

MDAQ : monodéséthylamodiaquine

MDBK : Martin Darby bovine kidney

MetHb : méthémoglobine

MGDG : monogalactosyldiacylglycérol

MiaB : ARNt méthylthiotransferase

MMV : Medicines for Malaria Venture

MQ : méfloquine

NKZ1 : Neurokinin 1

nM : nanomolaire

NOE : Nuclear Overhauser Enhancement

NOESY : Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY
OMS : organisation mondiale pour la santé

PA : acide phosphatidique

PDH : pyruvate déshydrogénase

PEM : potentiels électrostatiques moléculaires

Pfcg2 : Plasmodium falciparum candidate gene 2

Pfcrt : Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter
Pfmdr 1 : Plasmodium falciparum multi-drug resistance 1
Pfmdr 2 : Plasmodium falciparum multi-drug resistance 2
PfPgh 1 : Plasmodium falciparum P-glycoprotein homologue protein 1
PG : phophatidylglycérol

PIB : produit intérieur brut

PNUD : Programme des Nations Unies pour le développement
PSA : aires de surfaces polaires

QN : quinine

QRDQ : Quinolone Resistance-Determining Regions
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RBM : roll back malaria

RMN : résonnance magnétique nucléaire
ROESY : Rotating frame Overhause Effect SpectroscopY
ROS : espéces réactives de I'oxygene

RPE : résonnance paramagnétique électronique
RQ : ruthénoquine

RQ-Me : ruthénoquine méthylée

Ru : ruthénium

SDD : silicon drift detector

TAG : triacylglycérol

TEM : microscopie électronique a transmission
TEMPO : 2,2,6,6-tétraméthylpipéridinyl-1-oxyle
THF : tétrahydrofurane

TNF : facteur de necrose tumorale

TrxSH2 : thiorédoxine

TZVP : triple zeta valence polarisation

UV : ultra-violet

VAR : ratio d'accumulation vacuolaire

UM = micromolaire
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Introduction générale

Les parasites apicomplexes sont la cause de nombreux cas de déces chez les étres
humains et chez les animaux. Ces parasites opportunistes sont présents partout dans le monde
et peuvent infecter les mammifeéres mais aussi les mollusques, les crustacés... pouvant ainsi
engendrer de graves problémes économiques. Généralement, les parasites apicomplexes ont

besoin de plusieurs hétes successifs pour mener a bien leur cycle de développement.

Parmi les apicomplexes, le parasite du paludisme représente 1’un des plus grand fléau
de I’humanité puisqu’il concerne la moitié de la population mondiale. Chaque année, cette
maladie engendre environ 216 millions de cas ainsi que 650000 morts dans le monde.
L’ Afrique reste le pays majoritairement touché avec 90 % des décés, notamment des enfants
de moins de cing ans. En dehors des problemes de santé publique, le paludisme cause de
graves problémes économiques dans les zones palustres. Parmi les cing especes capables
d’infecter ’'Homme, Plasmodium falciparum et P. vivax sont les espéces les plus répandues,
P. falciparum étant considérée comme 1’espéce engendrant le plus de morts. Les moyens de
lutte existants sont les médicaments antipaludiques et la lutte contre les vecteurs du parasite
Plasmodium spp : les anophéles. Les parasites développant de plus en plus de résistances aux
médicaments, la situation devient difficile dans certaines régions du globe. De plus, les
recherches actuelles n'ont pas permis de développer un vaccin efficace. Il faut donc sans cesse

disposer de nouvelles molécules afin de devancer 1’apparition de nouvelles résistances.

Dans cette lutte contre le paludisme, la bioorganométallique peut présenter une
stratégie intéressante pour faire face a ces problémes de résistance. Dans cette optique, la
Ferroquine (FQ) a été congue il y a une quinzaine d’année a 1I’Université Lille 1. Cette
molécule a tout d’abord été validée sur le plan de la pharmacologie. Puis, des essais effectués
au Gabon, Sénégal, Cambodge, ainsi qu'en Thailande et a Madagascar, ont montré la
remarquable activité de la FQ sur tous les isolats de terrain. La FQ est I'un des antipaludiques
les plus avancés dans son développement industriel. En effet, la société Sanofi a évalué son
efficacité et sa tolérance chez le patient afin de déterminer la posologie a administrer (phase 11
d’essai clinique). Elle a été testée en association avec ’artésunate, qui est un dérivé de
l'artémisinine, conformément aux recommandations de I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS). L'association de ces deux médicaments vise a limiter I’apparition de résistances du

parasite.

1
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Dans ce contexte, il est primordial de mieux comprendre le mode d'action des
molécules antipaludiques efficaces, pour en concevoir de nouvelles. Une nouvelle approche
d'étude du mécanisme d'action de la FQ a été envisagee pour tenter d'élucider les différents
aspects que lui confere sa haute activité antipaludique. Pour ce faire, des analogues
structuraux de la FQ ont été synthétises. Les propriétés physico-chimiques de ces analogues
ont été étudiés. Les modifications structurales ont été mises en relation avec la lipophilie, les
constantes d’acidité¢ et les degrés d’ionisation. D’autre part, I’importance de la liaison
hydrogéne intramoléculaire a été ¢étudiée en méthylant I’atome d’azote en position 11.
L’influence de I’atome de fer sur I’activité antipaludique de la FQ a ensuite été étudiée en
remplacant I'atome de fer par un atome de ruthénium. Les activités antipaludiques de ces
nouvelles molécules ont été testées in vitro sur des clones chloroquino-sensibles et
chloroquino-résistants de P. falciparum. Nous avons ensuite étudié 1’activité de nos molécules
en fonction du polymorphisme des génes impliqués dans la résistance aux antipaludiques

quinoléiques.

L’accumulation et la localisation des molécules ont ¢été¢ étudiées grice a des
expériences de spectrométrie de masse et d’imagerie. Des études de modélisation moléculaire
ont permis d’explorer les mécanismes d’inhibition de la croissance du pigment malarique. Les
propriétés rédox des différents analogues ont été comparées dans les conditions oxydantes de
la vacuole digestive du parasite. La localisation d’une sonde spécifique des radicaux
hydroxyles a permis de mettre en évidence I’importance des propriétés rédox de la FQ dans

son activite antipaludique.

Récemment, une double stratégie combinant la bioorganométallique a une approche
prodrogue a permis d’améliorer 1’activité antipaludique de dérivés de la ciprofloxacine, un
antibiotique. Nous avons tenté¢ de comprendre I’implication du ferrocéne dans ’activité de ces
molécules. Dans ce but, nous avons congu et synthétisé de nouveaux analogues organiques.
Nous avons mis en relation les propriétés physicochimiques avec 1’activité antipaludique et
I’activité antitoxoplasmique. Des études d’imagerie, d’ultrastructure et d’activité sur le
parasite Cryptosporidium parvum, qui ne posséde pas d’apicoplaste, ont été realisees pour
essayer de valider la cible thérapeutique de ces molécules. Une étude d’activité in vivo a été

réalisée pour démontrer les propriétés de biodisponibilité de nos analogues.
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Plan du manuscrit

Ce mémoire s’organise en quatre chapitres. Le premier chapitre est consacré a une
étude bibliographique permettant de situer ce travail de thése dans la recherche anti-
apicomplexe actuelle, notamment dans la recherche antipaludique. Une partie de ce chapitre
permettra de montrer les données disponibles au début de cette thése, concernant la

compréhension du mécanisme d’action de la ferroquine.

La partie résultats et discussions est divisée en deux chapitres. Le chapitre deux sera
dédié a I’étude du mécanisme d’action de la ferroquine. Le chapitre trois permettra d’étudier

le mécanisme d’action d’analogues prodrogues de la ciprofloxacine.
Le chapitre quatre est dédié a la partie expérimentale.

Le manuscrit sera conclu par des annexes.

3
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I. Les apicomplexes

1.1. Généralités

Les parasites protozoaires du phylum des Apicomplexa sont responsables de nombreux cas
de mortalité et de morbidité a la fois chez les étres humains(1, 2, 3) mais également en agriculture
animale(4, 5). Les apicomplexes sont des parasites opportunistes, toujours intracellulaires. La
plupart des parasites apicomplexes se développent au sein d’une vacuole parasitophore(6, 7), un
compartiment isolé du trafic cellulaire. Les apicomplexes proliféerent grace a I’invasion d’une
cellule héte dans laquelle la croissance sera suivie de la division cellulaire du parasite. La
réplication du parasite va se produire jusqu’a la lyse de la cellule hote. Lors de cette lyse, les
parasites ainsi libérés ne sont pas capables de se développer dans le milieu extracellulaire, ils
doivent rapidement envahir a nouveau d’autres cellules pour survivre. Ces processus forment un
cycle qui va se produire de manicre répétée a l’intérieur de I’hdte. Les infections dues aux
apicomplexes sont accompagnées de nombreux dommages tissulaires expliqués par la répétition de

ce cycle. (8)

1.2. Morphologie

La morphologie commune a tous les apicomplexes a permis de les réunir dans un méme
phylum. lls présentent une forme allongée en début de cycle, appelée sporozoite. (9, 10) Dans le
sporozoite, il existe un complexe apical réunissant différents organelles tels que les rhoptries, les
micronémes, le conoide et un ou plusieurs anneaux polaires. Les rhoptries et les micronemes
interviennent dans les mécanismes d’adhésion du parasite. Ils sont également impliqués dans les
phénomeénes de motilité du parasite et a I’établissement de la vacuole parasitophore. Le conoide
permet la pénétration du parasite dans la cellule hote. Les anneaux polaires interviennent dans la

mobilisation des conoides. (8)

Ce phylum comporte également d’autres caractéristiques morphologiques communes telles
que la présence du noyau (typique des cellules eucaryotes), de la mitochondrie (source principale
d’énergie pour les cellules eucaryotes), de 1’appareil de Golgi (r6le majeur dans les mécanismes
d’exocytose), un apicoplaste : seuls les parasites du genre Cryptosporidium (et peut étre les

grégarines) n’en possedent pas.(11-13)
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Micronemes

Apicoplaste
Reticulum endoplasmique Mitochondrie

Figure 1 : Schéma général d’un parasite apicomplexe (sauf Cryptosporidium)

1.3. Cycle

Les apicomplexes se reproduisent sexuellement avec une alternation des formes haploides et
diploides. Leur cycle de vie est complexe et implique une différenciation des formes (Figure 2)
agissant dans différents tissus durant les stades du cycle.(8) Les formes haploides ou diploides
peuvent subir une série de divisions rapides par mitose, appelée schizogonie. Durant la fertilisation,
les gamétes males (microgameétes) fertiliseront des gameétes femelles (macrogameétes), qui apres
fusion formeront un zygote diploide transitoire. Le zygote subit immédiatement la méiose pour
rétablir des organismes haploides. Dans certains cas, la différenciation permet également I'infection
des organismes (tels que les moustiques ou les tiques) qui servent de vecteurs a la transmission de
I’infection. Selon les espéces d’apicomplexes, la différenciation passera par la formation de
différentes formes intermédiaires. Par exemple, durant le cycle de Toxoplasma gondii(14, 15) (T.
gondii) les sporozoites seront différenciés en tachyzoites tandis que pour Plasmodium
falciparum(16) (P. falciparum), la différenciation se fera sous la forme de mérozoite. La durée du

cycle de vie des apicomplexes est dépendante du genre et de I’espéce.
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Figure 2 : Cycle de vie d’un parasite apicomplexe

1.4. Espéces d’apicomplexes

Comme évoqué precédemment, la diversité des apicomplexes est trés grande tant au niveau

de la diversité d’espéeces qu’au niveau des hotes et vecteurs de ces parasites.

Les différentes especes d’apicomplexes sont :

-Babesia spp : responsable des affections de babésiose et de la piroplasmose.

-Cryptosporidium spp : responsable des affections de cryptosporidose.

-Eimeria spp : responsable des affections de coccidiose.

-Gregarina spp: responsable de cas anormaux de décés chez de nombreux organismes, notamment

chez les mollusques.

-Monospora spp : responsable de déces notamment chez les crustacés.

-Neospora spp : responsable des infections de néosporose.

-Plasmodium spp : est responsable des infections de paludisme.

-Theileria: est responsable des infections de theilériose et de piroplasmose équine.

-Toxoplasma gondii : responsable des infections de toxoplasmose.

6
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Durant cette these nous nous sommes principalement intéressés aux parasites Plasmodium

spp et de fagon moindre aux parasites T. gondii et Cryptosporidium parvum (C. parvum).

1.4.1. T. gondii

Bien que T. gondii soit la seule espece de Toxoplasma décrite aujourd’hui, des variations de
virulence des différentes souches et isolats de ce parasite ont été observées. Il existe trois génotypes
principaux (type I, Il et I1l) regroupant les isolats et souches selon leur virulence.(17) De
nombreuses études portent sur 1’étude des génes impliqués dans la pathogénicité de ces souches et

isolats.(18)

Pour les sujets ne présentant pas de déficit immunitaire, la toxoplasmose est une maladie
bénigne qui peut engendrer ’apparition d’une légeére adénopathie cervicale, sans gravité¢ pour le
porteur. En revanche chez les sujets immunodéprimés, la maladie peut entrainer de graves
dommages cérébraux.(19) Les transmissions congénitales de la toxoplasmose peuvent aboutir a un
avortement spontané, a la mort prématurée du nourrisson ou a une rétinochoroidite toxoplasmique
pour I’enfant, c'est-a-dire une inflammation infecticuse de 1’ceil.(20) L’agent de la toxoplasmose

étant responsable d’environ 54% des cas.

Le cycle de vie de T. gondii est complexe (Figure 3) (15) et passe par la transmission du
parasite entres les hétes a des stades spécifiques. Les félidés et notamment les chats domestiques,
sont connus pour étre les hotes définitifs du parasite. Généralement, les félidés sont infectés lors
d’ingestion de petits animaux, eux-mémes infectés, tels que des souris ou des rats. Apres ingestion
des oocystes présents chez le petit animal (souris, rats ou oiseaux), les micro-organismes viables
sont libérés et envahissent les cellules épithéliales de l'intestin gréle du chat. Lors de cette phase le
parasite va subir un stade asexué puis un stade sexué qui va permettre la régénération des oocystes.
Les oocystes seront ensuite excrétés via les feces du félidé. Apres excrétion, un temps d’incubation
de 1 & 5 jours est nécessaire a la sporulation des oocystes, c'est-a-dire pour qu’ils deviennent
infectieux. Apres cette phase de sporulation, les oocystes peuvent survivre plusieurs mois dans la
nature. Les oocystes sporulés sont trés résistants puisqu’ils ne craignent pas les désinfectants, le gel
ou les fortes températures. Néanmoins, une température de 70°C durant 10 min peut engendrer la
mort du parasite. La toxoplasmose peut étre inoculée aux étres humains de différentes maniéres :
I’ingestion de viande infectée non cuite (par exemple du bceuf), I’ingestion d’oocystes par
contamination de matic¢res fécales sur les mains ou la nourriture, par transplantation d’organe, par

transfusion sanguine ou par transmission congénitale.
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Figure 3 : Cycle de vie de T. gondii

1.4.2. C. parvum

Bien qu’il existe différentes especes de Cryptosporidium capables d’infecter ’'Homme, C.
parvum est I’espece la plus commune dans les infections humaines. Deux génotypes majeurs ont été
déterminés a partir de 1’analyse génétique d’isolats humains et animaux.(21)'(22) Un génotype
bovin, de type 2, a été retrouvé dans de nombreux isolats de différentes espéces animales mais aussi
dans des isolats humains. L’autre génotype majeur est un génotype humain de type 1 qui n’affectent

que les humains.

La cryptosporidiose a pour principaux symptomes des diarrhées abondantes et une mauvaise
absorption des nutriments au cours de la digestion.(23) Pour les personnes possédant un systeme
immunitaire normal, la durée de I’infection est de courte durée (maximum 2 semaines). Pour les
enfants et les personnes agées, les symptémes peuvent étre plus longs et peuvent entrainer un retard
de croissance chez I’enfant. Pour les personnes immunodéprimées(24), les diarrhées sont
prolongées et peuvent devenir chroniques, pouvant ainsi entrainer directement ou indirectement le
déceés du patient. Chez les animaux, les symptémes sont principalement des diarrhées abondantes
ainsi qu’une perte de poids importante, pouvant conduire au déces de I’animal.(25) Ces symptomes

peuvent étre plus intenses chez les jeunes animaux (par exemple le veau ou le porcelet).
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Le parasite de la cryptosporidiose est capable de se développer a I’intérieur d’un seul hote.
L’infection démarre lors de 1’absorption d’oocystes de Cryptosporidium, qui peut se faire par
consommation d’eau ou d’aliments infectés.(26) En effet, dés 1’ingestion et apres fixation des
oocystes dans le tractus gastro-intestinale, ces derniers vont s’ouvrir pour libérer des sporozoites
infectieux. Cette étape est possible grace a un processus de fixation des ligands présents a la surface
du sporozoite sur les récepteurs de la cellule hote. Cet attachement va étre a 1’origine de
modification dans la surface de la cellule hote. Ces modifications vont engendrer la formation d’une
vacuole autour du parasite.(27, 28) Le parasite va ensuite subir une phase asexuée de schizogonie
qui va permette la production de mérozoites. Ces mérozoites vont ensuite étre rejetés dans la
lumiere de I’intestin ou ils vont pouvoir infecter d’autres cellules épithéliales et se différencier en
macrogameétocytes et microgamétocytes, qui sont les formes sexuées du parasite. La fécondation
des macrogametes par les microgameétes vont conduire a la production de nouveaux oocystes. Ces
oocystes pourront soit étre évacués de la cellule hote puis libérés vers le monde extérieur via les

féces, soit étre sporulés pour conduire a une auto-infection.(29)

Sporozoites

Oocystes

Microgametes et Macrogamete

Figure 4 : Cycle de vie de C. parvum
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Il . Plasmodium

I1.1. Le paludisme

11.1.1. Généralités

Malgré de nombreux progrés dans la lutte antipaludique, le paludisme reste un fléau pour
I’humanité puisqu’il est encore potentiellement 1étal et concerne environ la moiti¢ de la population
mondiale. Selon 1’Organisation Mondiale pour la Santé¢ (OMS), le paludisme serait a 1’origine de
216 millions de cas et de 650 000 décés chaque année. Bien que ces chiffres restent alarmants,
I’OMS a enregistré un recul de 25 % du taux de mortalité mondiale (33% en Afrique) par rapport a
I’année 2000. La plupart des cas mortels concernent des enfants africains, dont on recense 1 déces

chaque minute.(30)

Néanmoins, d’aprés Murray et coll.(31), ces chiffres seraient a contraster avec les résultats
de leur étude qui annonce pres de 1,24 million de décés par an, au lieu des 650 000 annonces par
I’OMS. Ces chiffres alarmants ont été réfutés par I’OMS lors d’un communiqué officiel. De tels
écarts, s’expliquent par la différence des méthodes utilisées. L’étude de I’OMS s’appuie sur les
rapports fournis par les gouvernements alors que celle de Murray et coll. s’appuie sur les chiffres

fournis par les communautés.

Malgré la divergence des deux études, le combat contre le paludisme reste un enjeu mondial

de santé publique.

En effet, selon ’OMS le paludisme pourrait étre responsable d’une baisse d’environ 1,3%
du produit intérieur brut (P1B) des pays a forte transmission. Dans les pays les plus touchés, les frais
liés au paludisme concernent a la fois les ménages mais également les gouvernements, installant

ainsi une spirale de pauvreté.(30)

11.1.2. Le parasite du paludisme : Plasmodium

Le paludisme est une maladie parasitaire dii a un parasite du genre Plasmodium. Comme vu
précédemment, les parasites Plasmodium font partie du phylum des Apicomplexa. Depuis une
dizaine d’année, la place des Apicomplexa dans la classification a été revue, grace notamment aux
avancées dans la compréhension de la biologie atypique de ces organismes. Récemment, les

Apicomplexa ont été classés dans le groupe des Alveolata.(32)
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Les especes de Plasmodium sont nombreuses et peuvent infecter de nombreux vertébrés(33)
tels que les oiseaux, les rongeurs, les reptiles, les singes... et les Humains (Tableau 1). La

compétence vectorielle de chaque espéce lui permet d’étre spécifique a une ou plusieurs espéces de

vertébrés.
) ) ) Singes américains et
Sous-genre Homme Chimpanzeés Gorilles o
asiatiques
P.(P.) malariae  P.(P.) malariae  P. (P.) schwetzi P. (P.) brasilianum
P. (P.) vivax P. (P.) schwetzi P. (P.) simium
Plasmodium
P. (P.) ovale P. (P.) simiovale
P. (P.) knowlesi P. (P.) knowlesi
Laverania P. (L.) falciparum P. (L.) reichnowi

Tableau 1 : Plasmodies parasites de I’homme et des anthropoides africains et adaptés aux singes

américains et asiatiques.(34)

11.1.3. Vecteurs du paludisme : I’anoph¢le femelle

Tous les vecteurs de Plasmodium de mammiferes appartiennent a la famille des Culicidae et
plus précisément & la sous famille des Anophelinae. Il existe trois genres dans cette sous-famille
dont seul le genre Anophele (Figure 5) est un vecteur du paludisme humain. On recense plus de
400 especes d'anopheles(35) a travers le monde, néanmoins seules soixante-dix a quatre-vingts
espéces seraient capables d'assurer le développement et la transmission du paludisme.(34) Ces

especes sont dites : "espéces compétentes”.

Figure 5 : Anophéle gambiae(36)
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Les facteurs environnementaux, qu’ils soient naturels ou artificiels, sont essenticls a la
distribution et a lI'abondance des vecteurs dans le monde. L'hétérogéneite de la distribution du
paludisme dans le monde peut étre expliquée par des conditions locales variables. La présence de
sites larvaires adaptés, c'est a dire de collections d'eau ou les femelles pondent leurs ceufs, est

essentielle a la reproduction des anopheles.

11.1.3.1. Cycle biologique de I’anophéle femelle

Le cycle biologique des anophéles (Figure 6) se divise en quatre stades. Les trois premiers
stades sont aquatiques et comprennent les ceufs, les larves et les nymphes. Le dernier stade adulte
est aérien. La durée de chaque stade sera surtout dépendante de la température de 1’ecau. En effet,

plus la température sera élevee, plus ce temps sera court.

A 2DDP

Figure 6 : Cycle biologique de ’anophéle femelle

La copulation n’a généralement lieu qu’une seule fois dans la vie d’une anophéle.
L’anophele conserve la semence dans des spermatheques afin de pouvoir féconder plusieurs lots
d’ceufs successivement. Dés la fin de la copulation, ’anophéle femelle a besoin d’un repas sanguin
pour faire murir son premier lot d’ceufs. La femelle prend ensuite un repas sanguin tous les deux

jours pour porter a maturation les lots suivants d’ceufs. La durée de vie d’une anophele est

d’environ deux mois en élevage et de un mois en conditions sauvages.

I1.1.3.1.1. Stade ceuf

Lors de la ponte, la femelle anophéele dépose environ cent ceufs a la surface de I’eau. Les
ceufs sont maintenus a la surface de 1’eau grace a la présence de flotteurs. Le type de collection
d’eau sera dépendante de l’espéce d’anophele (taille, chaleur, végétation présente ou non...),
néanmoins, il s’agira généralement de collection d’eau douce stagnante non polluée. L’éclosion des

ceufs se déroulera de 24 a 48 heures aprés la ponte, selon la chaleur environnante.
12
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11.1.3.1.2. Stade larvaire

La larve sort de I’ceuf et se place a coté de 1’ceuf, juste sous la surface de I’eau. La larve a
une vie totalement aquatique mais a besoin d’air pour vivre. Lors de I’apparition d’un danger, la
larve pourra plonger vers le fond de la collection d’eau mais remontera rapidement vers la surface
pour respirer. La larve se nourrie des petites particules en suspension dans I’eau. Le développement
des larves dépend de la température ambiante, les conditions optimales sont situees entre 20 et
30°C.

Le stade larvaire se décompose en quatre stades. Un jour ou deux aprés 1’éclosion de I’ceuf,
la premiére larve mue et devient la seconde larve. Cette larve va devenir successivement troisieme
et quatrieme larve avec des intervalles d’environ deux jours. Ce dernier stade larvaire dure environ

trois jours, amenant le stade larvaire & une durée totale de huit a dix jours.

11.1.3.1.3. Stade pupaire

Aprés une dizaine de jour, la larve va se transformer en pupe. La pupe, appelée également
nymphe, a la forme d’une virgule et est ’'un des stades déterminants pour I’anophéle puisque c’est
durant cette période que 1’anophéle va passer du stade aquatique au stade aérien. La pupe ne se
nourrit pas et reste juste en dessous de la surface de 1’eau. Tout comme la larve, elle est capable de
plonger au fond de la collection d’eau pour se protéger des prédateurs. Ce stade pupaire dure de

deux a trois jours, jusqu’a I’ouverture de la carapace de la nymphe.

11.1.3.1.4. Stade adulte (ou imagal)

Apres I'ouverture de la nymphe et la libération de 1’anophele adulte, le moustique va se

reposer a la surface de 1’eau jusqu’a ce qu’il soit capable de s’envoler.

Dés son premier envol, I’anophele va procéder a la copulation. Comme vu précédemment,
les anophéles vont procéder a leur premier repas sanguin juste apreés la copulation. Néanmoins, il est
important de souligner que le moment exact du repas se fait préférentiellement la nuit. Selon les
especes, les piqures peuvent avoir lieu juste a la tombée de la nuit ou beaucoup plus tard jusqu’au
petit matin. On classe les espéces selon leurs habitudes alimentaires : les endophages, qui se
nourrissent exclusivement dans les habitats humains et les exophages qui se nourrissent a

I’extérieur.
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Les anoph¢les repeérent les hotes a distance grace tout d’abord aux émissions de gaz
carbonique de ceux-ci puis grace aux odeurs corporelles.(37) Cela pourrait expliquer les préférences
trophiques des différentes espéces. Une étude a montré que les porteurs de gamétocytes seraient
plus attractifs pour les anophéles de I’espéce gambiae(38), ce qui augmente le risque de

transmission.

I1.1.4. Agents pathogenes humains du paludisme
11.1.4.1. Géneralités

Il existe cing especes de Plasmodium capables d’infecter I’homme :
-Plasmodium ovale (P. ovale)

-Plasmodium malariae (P. malariae)

-Plasmodium vivax (P. vivax)

-Plasmodium knowlesi (P. knowlesi)

-Plasmodium falciparum (P. falciparum)

P. ovale et P. malariae sont considérées comme des formes relativement rares, du fait de
leur répartition inégale et limitée. Selon certaines études, 1’absence d’examen microscopique du
sang des malades et la grande similarité des différentes especes de Plasmodium pourraient expliquer
le manque de rapport sur P. ovale.(39)

P. vivax et P. falciparum sont les espéces les plus répandues. En effet, dans certaines
régions du monde, la proportion de cas de paludisme dd a P. falciparum sont de 100% (notamment
dans les pays Afrotropicaux).(40) Néanmoins, au Pakistan, en Iran et en Afghanistan, 1’espece
majoritaire est P. vivax.(40) Il est a noter que P. falciparum est considéré comme 1’espéce

engendrant le plus de déces.

P. knowlesi était connu dans les infections de paludisme chez le singe, ce n’est que trés

récemment qu’il a été reconnu cinquiéme espéce humaine.(41, 42)

Durant cette these, nous nous sommes uniquement intéresses a P. falciparum, aussi, seule

cette espece sera décrite dans la suite de ce rapport.
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11.1.4.2. Cycle de vie de P. falciparum

u Injections de sporozoites par la salive
Absorption des gamétocytes du sang ILI —
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Figure 7 : Cycle de vie de P. falciparum

Au cours de son cycle de vie complexe(43), le parasite Plasmodium va subir une série de
transformations : une phase asexuée qui se déroule chez ’'Homme suivi d’une phase sexuée qui
débute chez ’Homme et se termine chez le moustique (Figure 7). Ces différents changements vont
permettre aux parasites d’échapper totalement ou en partie aux défenses immunitaires de leurs deux

hétes successifs.

Lors du repas sanguin de I’anoph¢le femelle infectante, le Plasmodium pénétre dans
I’organisme de 1’hdte, sous forme de sporozoites qui envahissent les cellules du foie, les
hépatocytes. Le parasite subit ensuite une phase de schizogonie hépatique, c'est-a-dire une phase
d’amplification et de production de mérozoites. Les mérozoites ainsi produits envahissent les

hématies de ’hdte humain, initiant la phase érythrocytaire.

Apreés plusieurs cycles, certains parasites se différencient en gamétocytes, capables d’infecter a
nouveau un moustique lors du repas de sang. La phase sexuée peut alors se dérouler dans le corps
du moustique. Cette phase sera suivie d’une nouvelle phase d’amplification et de production
d’oocystes. Cette phase dure généralement de 10 a 14 jours, produisant finalement des sporozoites
capables de contaminer & nouveau un héte humain lorsque le moustique femelle prendra un

nouveau repas de sang.
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11.1.4.2.1. Phase asexuée chez I’hdte

Lors de la piqiire d’une anophéle femelle, le parasite Plasmodium est inoculé sous forme de
sporozoites. Le nombre de sporozoites injectés est compris entre 10 et 100. Une heure environ apres
le repas sanguin, les sporozoites migrent vers le foie gréce a la circulation sanguine. Les sporozoites
sont ensuite divisés en schizontes hépatiques. Cette phase est appelée phase pré-érythrocytaire ou
exo-érythrocytaire du parasite. La durée de la phase exo-érythrocytaire est variable pour chaque

espece. Chez P. falciparum, la durée de maturation est la plus courte et est de 5 jours et demi.

Aprés une dizaine de jours, les schizontes hépatiques deviennent matures puis se
différencient en mérozoites a I’intérieur des hépatocytes. Les mécanismes de transport de ces
mérozoites vers les hématies de 1’hote ont fait 1’objet de nombreuses recherches. L’équipe du
Professeur Ménard de 1’Institut Pasteur, a démontré que le parasite utilise un véritable « cheval de
Troie » pour passer du foie vers la circulation sanguine, échappant ainsi au systeme immunitaire de
I’hote. Ils ont démontré qu’une fois infectés et remplis de mérozoites, les hépatocytes meurent puis
bourgeonnent en formant des mérosomes. Ces mérosomes vont ensuite gagner les vaisseaux
sinusoides du foie puis la circulation sanguine ou les mérozoites seront libérés.(44) La composition
de la membrane des mérosomes a fait 1’objet de controverses.(45) En effet, trois membranes
différentes pourraient étre a 1’origine de la membrane des mérosomes : la membrane du parasite, la
membrane de la vacuole parasitophore et la membrane de la cellule héte. 1l avait été émis que la
membrane de la cellule hote serait a I’origine de celle des mérosomes car cela serait plus bénéfique
pour le parasite. En effet, le parasite n'aurait pas a gaspiller de I'énergie pour construire une
membrane supplémentaire. De plus, la membrane de la cellule héte pourrait servir de camouflage au
parasite et lui permettre de passer aisément dans la circulation sanguine. En effet, la grande majorité
des antigénes parasitaires seraient alors masqués jusqu'a ce que les mérozoites soient libérés dans
les capillaires pulmonaires. Graewe et coll. ont démontré, par imagerie, que la membrane de la

cellule hote est a 1’origine de la formation de la membrane des mérosomes.(45)

Une fois dans la circulation sanguine, les meérozoites libérés vont rapidement envahir les
hématies de 1’hote. Dés I’invasion du globule rouge par le mérozoite, le stade érythrocytaire
démarre et le parasite va subir une premiére transformation en trophozoite jeune, également appelé
anneau, puis ils se transforment en trophozoites puis en schizontes érythrocytaires. Ces schizontes
comportent des noyaux-fils. Ces noyaux donnent un mérozoite lorsque le globule rouge éclate,

pouvant ainsi parasiter d’autres hématies saines, etc... C'est ce que l'on nomme le cycle intra-
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érythrocytaire, dont la duréee est variable selon les espéces de Plasmodium, et est de 48h chez P.

falciparum. C’est lors de ce cycle que les symptomes du paludisme apparaissent.

Il est a noter qu’a part la primaquine, tous les médicaments antipaludiques actuels agissent

sur cette phase.

Aprés plusieurs cycles, certains parasites se différencient en gamétocytes qui pourront étre

absorbés par un moustique lorsqu’il piquera la personne contaminée.(46)

I1.1.4.2.2. Phase sexuée chez 1’anophele femelle

Lors d’un repas de sang sur une personne infectée, I'anophé¢le absorbe entre 10 et 1000
gamétocytes males et femelles. Dans son estomac, ils se transforment en gametes males (huit
gametes males pour un gamétocyte male) et en gameétes femelles (une gameéte femelle par

gamétocyte femelle).

La fusion des gamétes males et femelles vont conduire a la formation d’un zygote qui est un
ceuf mobile. L'ookinéte traverse ensuite la membrane péritrophique, c'est-a-dire la membrane
intestinale qui délimite l'espace endopéritrophique contenant le sang a digérer et l'espace
ectopéritrophique contenant les produits digérés. Entre un et dix oocystes sont ensuite formés puis
se divisent immédiatement. Les cellules de l'oocyste s'allongent et se transforment en sporoblastes
puis en sporozoites. Lorsque ces sporozoites sont formés, la paroi de I'oocyste se déchire pour les
libérer. lls achévent leur maturation dans la cavité générale de I'insecte avant de gagner les glandes

salivaires de I'anophéle ou leur nombre varie entre 1000 et 10000 sporozoites.(46)

Ces sporozoites sont alors capables de contaminer a nouveau un héte humain lorsque le

moustique femelle prendra un nouveau repas de sang.
11.1.5. Clinique

11.1.5.1. Symptdmes généraux

Dans le cas d’un paludisme non-complique, les premiers symptomes du paludisme ne sont
pas spécifiques et ressemblent aux symptoémes d'une maladie virale mineure. Ces symptomes sont :
inconfort abdominal, maux de téte, lassitude, fatigue, douleurs musculaires et articulaires,
généralement suivie par de la fiévre, des frissons, une transpiration excessive, de 1’anorexie, des

vomissements et malaises. Le diagnostic est donc difficile, ce qui engendre des sur-diagnostics,
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notamment dans les zones endémiques. A ce stade précoce, s’il n’y a pas de trace de
disfonctionnement des organes vitaux, les patients peuvent étre facilement traités. Néanmoins, il
faut noter que si les médicaments prescrits sont inefficaces ou si le traitement est retardé, en
particulier dans le paludisme da a P. falciparum, la charge parasitaire peut continuer a augmenter et

ainsi engendrer un paludisme sévere. Ce type de progression peut se produire en quelques heures.

Le paludisme grave se manifeste habituellement par un ou plusieurs des symptomes
suivants: coma (paludisme cérébral), acidose métabolique, anémie sévere, hypoglycémie,
insuffisance rénale aigué ou cedéme pulmonaire aigu. A ce stade de la maladie, le taux de létalité
chez les personnes recevant un traitement est généralement de 10 a 20%. Toutefois, s’il n'est pas

traité, le paludisme grave est mortel dans la majorité des cas.

11.1.5.2. Les formes graves de paludisme
11.1.5.2.1. Le paludisme cérébral

Le paludisme cérébral, également appelé neuropaludisme, est la forme la plus grave de cette
maladie. La physiopathologie du neuropaludisme n’est pas encore totalement élucidée. L une des
premieres hypothéses envisagées serait la diminution du flux sanguin au niveau des capillaires
cérébraux, di a la déformabilité réduite des hématies parasitées. La seconde hypothése serait
I’augmentation de la perméabilité capillaire qui engendrerait la formation d’un cedéme cérébral.

Néanmoins, divers études vont a I’encontre de ces hypotheéses.(47)

Des mécanismes mécaniques pourraient étre a 1’origine du neuropaludisme. En effet, ce phénomeéne
reposerait sur la cytoadhérence des hématies parasitées qui s’agrégeraient pour former des

« rosettes » et entraineraient une réduction du flux cérébral.(47)

Des mécanismes immunologiques ont également été proposés. Cependant, ils restent encore
mal établis puisqu’ils reposent essentiellement sur 1’expérimentation animale. Le role des cytokines
a fait I'objet de nombreux travaux. En effet, des taux de TNF a (facteur de nécrose tumorale) élevés
seraient corrélés a une surmortalité et a des manifestations neurologiques, d’autre part le TNF o
multiplierait les récepteurs endothéliaux (ICAM1, molécule d’adhésion intracellulaire de type 1 est
une protéine impliquée dans les phénomenes inflammatoires) aux hématies parasitées provoquant la
cytoadhérence.(47)
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Tres récemment, Porcherie et coll. ont démontré que le développement du neuropaludisme
serait lié a la mise en place d'un processus inflammatoire de type allergique. En effet, le parasite
induirait la production d'un récepteur aux anticorps de type Immunoglobulines E (IgE) sur les
globules blancs de type neutrophiles. Or, les neutrophiles sont généralement dépourvus de ce type
de recepteurs. La fixation des IgE sur les récepteurs provoquerait alors une cascade d'événements

inflammatoires a I'origine du neuropaludisme.(48)

Selon ’OMS, le paludisme cérébral peut étre évalué selon les éléments suivants :

- un score inférieur ou égal a deux sur I’échelle de coma de Blantyre : échelle comprise entre 0 et 5 (0
étant le plus mauvais score), calculée en fonction des réactions moteurs, des mouvements oculaires et du
langage.

- parasitémie causée par P. falciparum, révélée par frottis sanguin.

- absence d’autres causes évidentes de coma (par exemple méningite ou hypoglycémie).(49)

Le diagnostic définitif du paludisme cérébral repose sur I'examen post mortem du cerveau, SOit par
autopsie ou par biopsies.(50) D’autre part, la présence d’une rétinopathie palustre, aprés ophtalmoscopie,

conforte le diagnostic de paludisme cérébral.(51, 52)

11.1.5.2.2. Le paludisme chez la femme enceinte

Les femmes enceintes ayant une immunité naturelle faible présentent un risque accru de
développer un paludisme sévére, notamment dans les cas d’infection a P. falciparum. De plus, le

nombre de déces chez les femmes enceintes est supérieur a celui observé chez les autres femmes.

Les principales complications observées sont I'hypoglycémie, une détresse respiratoire, et la
perte du feetus. Généralement, 1’administration rapide d’un traitement est essentielle a la survie de la

mere.

Historiquement, le médicament recommandé aux femmes enceintes, dans le traitement du
paludisme sévere, était la quinine mais ce médicament provoquerait une hyperinsulinémie et de
I'nypoglycémie.(53) Désormais, des dérivés de I’artémisinine sont recommandés, notamment pour
les second et troisieme trimestres, car ils agissent plus rapidement et ne causent pas

d’hypoglycémie.(54)
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Lors de la grossesse, le placenta protége le feetus du systéme immunitaire de la mére. De
plus la création d’une barriere physiologique placentaire va engendrer la suppression du systeme
immunitaire innée de la mére. L’absence de cette immunité pourrait conduire a 1'augmentation de la
sensibilité du paludisme pendant la grossesse et une augmentation des symptémes de la
maladie.(55, 56)

Il existe un paludisme dit placentaire, causé par I'accumulation des hématies parasitées dans
I'espace intervilleux du placenta. Suite a cette accumulation, des modifications pathologiques vont
intervenir au niveau du placenta et ainsi entrainer des altérations dans les interactions materno-
feetales.(57) Les effets du paludisme placentaire peuvent engendrer un faible poids pour le

nourrisson, des retards moteurs et cérébraux.(58)

11.1.5.3. La lutte antipaludique

L’¢éradication du paludisme ne peut pas étre accomplie uniquement a 1’aide de traitements
médicamenteux. La lutte antipaludique doit étre réalisee grace a la synergie de plusieurs
mesures telles que la lutte anti-vectorielle qui permet de réduire les transmissions et donc le nombre
de cas, I’amélioration des diagnostics afin de diminuer les déces et de réduire les transmissions, et

le développement de nouveaux traitements et vaccins.

Un partenariat mondial est également essentiel a 1’efficacité de cette lutte. L’OMS joue un
role central dans la lutte antipaludique. De plus le partenariat « roll back malaria » (RBM, faire
reculer le paludisme); qui a été initié en 1998 par I’OMS, 1’Unicef, le PNUD et la banque
mondiale ; regroupe aujourd’hui plus de 500 partenaires au niveau mondial. RBM regroupe le
secteur privé, les pays endémiques, leurs partenaires de développement bilatéraux et multilatéraux,
des fondations, des organisations non gouvernementales et communautaires ainsi que des

institutions universitaires et de la recherche.

11.1.5.3.1. La lutte anti-vectorielle

La lutte anti-vectorielle peut étre réalisée a trois niveaux : au stade larvaire, au stade imagal

et en controlant les contacts entres les Hommes et les anophéles.

11.1.5.3.1.1. Contrdle larvaire
Le controle larvaire vise a réduire la densité vectorielle. Cette solution doit étre

accompagnée d’un controle imagal pour réduire efficacement la capacité vectorielle.
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La réduction des gites larvaires (remblai, drainage, éclaircissement de la végétation...)
permet d’empécher les anophé¢les de se reproduire en les privant de leurs moyens de survie
(nourriture, repos...), néanmoins, il est important de noter que de telles mesures entrainent des
modifications environnementales. De plus, de nombreuses activités liées au développement, comme
les canaux d’irrigation, sont a I’origine d’augmentation du risque de transmission du paludisme. Les
projets de développement devront étre particulierement suivie afin d’éviter la création de collections

d’eaux stagnantes qui pourraient favoriser le développement larvaire.

L’introduction de poissons larvivores dans les zones a risque peut permettre une réduction
significative des vecteurs. Les poissons larvivores sont des poissons se nourrissant exclusivement
de larves de moustiques. Les deux espéces les plus utilisées sont les Gambusia afinis (ou
poissons topminnow), utilisés en eaux claires et les Poecilia reticulata (ou guppy) utilisés en eaux
polluées. Néanmoins, les autorités évaluent la capacité des poissons locaux a contrdler les
populations de moustiques car I’introduction de poissons non endémiques pourrait conduire a un

déreglement de la faune et la flore locale.

Les deux méthodes précédentes ne peuvent pas étre utilisées dans certains types de gite
larvaire. C’est pourquoi, ['utilisation de larvicides (agents chimiques, agents biologiques ou
toxines) a été envisagée. Cependant, les larvicides ne peuvent étre employés que pour des
collections d’eaux permanentes ou semi-permanentes, pouvant étre identifiées et traitées et ou la
densité de la population humaine a protéger est suffisamment élevée pour justifier le traitement des
gites a intervalles relativement rapprochés. Ces prérequis réduisent donc fortement 1’utilisation des

larvicides.

11.1.5.3.1.2. Contrble adulte

Les pulvérisations intra domiciliaires résiduelles ont été fortement utilisées dans les années
50-60 et ont permis de contrbler significativement le paludisme qui a été éradiqué de plusieurs
parties du monde. Néanmoins, I’emploi continu a grande échelle de ces insecticides ne peut pas étre
constant a cause des risques environnementaux, du prix et du développement des résistances des
anophéles envers ces insecticides. L’efficacité des insecticides sera donc directement liée : & la
sensibilité de la population vectorielle envers I’insecticide choisi, au fait que les anopheles présentes
soient principalement endophiles, au fait que les habitations offrent des surfaces pulvérisables et

que cette application pourra étre faite correctement. 1l est donc important de connaitre parfaitement
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la sensibilité des vecteurs locaux, la géographie de la région a traiter afin de pouvoir traiter toutes

les habitations et les colts engendrés par un tel traitement.

Le développement de résistances(59) aux insecticides utilisés est une menace importante
dans tous les programmes basés sur I’utilisation répétée et/ou prolongée de ces produits. Des
précautions particuliéres devront étre prises en fonction du contexte d’utilisation : étudier
I’historique du développement des résistances dans la région concernée, dosage suffisant des

insecticides, restriction des surfaces et des périodes de pulvérisation.

Le contr6le imagal (ou adulte) peut étre également réalisé grace a I’utilisation de
champignons entomopathogenes.(60) Contrairement aux virus et aux bactéries, les pathogenes
fongiques pourraient infecter le moustique par simple contact avec les cuticules du champignon.
Apres leur dépodt sur certaines surfaces, les spores peuvent persister durant plusieurs mois.(60) De
plus, une action synergique de ces agents pathogénes avec certains insecticides (notamment les
pyréthrinoides) a été démontré.(61, 62) Fang et coll.(63) ont inséré un gene synthétique dans
Metarhizium anisopliae (un champignon entomopathogene) qui exprime une protéine hybride,
permettant ainsi de réduire le développement de Plasmodium chez le vecteur du paludisme. La
protéine hybride est issue d’un croisement entre SM1 (salivary gland and midgut peptide 1) et la
scorpine. SM1 pourrait se fixer a la surface des glandes salivaires du moustique et ainsi empécher
I’entrée des sporozoites.(64) La scorpine est un peptide antimicrobien dont la structure ressemble a
un hybride entre une défensine et une cécropine. Il présente une activité antibactérienne et inhibe le

développement sporogonique des parasites responsables du paludisme murin.(65)

A la fin des années 90, le développement de lignées stables de moustiques génétiquement
modifiés, a ouvert la voie aux recherches génétiques visant la réduction de la compétence des
vecteurs.(66) De nombreuses études ont éte effectuées(67-70), néanmoins I’application de ces
recherches en dehors des laboratoires reste difficile. En effet, au-dela de 1’impact social et
environnemental de 1’utilisation de moustiques génétiquement modifiés, les approches de

modifications génétiques doivent encore étre exploitées.(71)

11.1.5.3.1.3. Contréle du contact entre les Hommes et les anophéles

La réduction du contact entre les Hommes et les anopheles peut étre réussie grace a
I’utilisation de moustiquaires ou textiles imprégnés d’insecticides, a I’amélioration des habitats et a

I’utilisation de répulsifs.
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Les moustiquaires imprégnées permettent une bonne protection personnelle dans les groupes
a haut risque ainsi qu’un contrdle ¢levé de la transmission avec une couverture importante de la
population (80%). Les aspects socio-économiques, techniques, économiques et opérationnels
doivent étre particuliérement étudiés puisqu’ils sont en corrélation directe avec 1’efficacité de ces
systemes de protection. De plus, le manque d’alternative dans le choix des insecticides utilisés pour
I’imprégnation et 1’apparition possible de résistance(72), est source d’inquiétude pour les autorités.
Il existe des moustiquaires imprégnées dites de longue durée qui ne nécessitent pas de ré-
imprégnation avant 4-5 ans. D’autres textiles peuvent étre également traités, tel que les rideaux, les
hamacs. Les rideaux peuvent étre un bon complément aux moustiquaires car ils permettent d’éviter

que les moustiques n’entrent dans I’habitation avant I’heure du coucher.

L’amélioration de I’habitat est également trés importante dans la lutte antipaludique. En
effet, les zones ont les habitations sont frustes sont généralement plus exposées au risque palustre.
Les maisons incompletes (mur manguant, absence de plafond, absence de portes et de fenétres)
permettent le libre accés de 1’habitation par les moustiques. De plus, les problémes d’humidité
peuvent favoriser le repos des anopheles et ainsi augmenter les risques de transmission du

paludisme.

Les répulsifs et les vétements protecteurs sont surtout utilisés en extérieur pendant les pics
d’activité des vecteurs. Les répulsifs se présentent sous la forme de crémes, spray, bracelets et de
spirales insecticides et ont une durée d’action comprise entre six a huit heures. Les vétements
protecteurs couvrent la plus grande partie du corps pouvant permettre un bon niveau de protection

personnelle contre les piqures.

11.1.5.3.2. Diagnostics

L’OMS recommande de procéder a une confirmation parasitologique rapide du diagnostic
avant toute administration de traitement antipaludique aux patients suspectés d’étre infectés. Cette
verification peut étre faite soit par examen microscopique soit par test de diagnostic rapide, elle
permet d’adapter parfaitement le traitement. Les tests de diagnostic rapide se présentent, le plus
souvent, sous la forme d’une bandelette qui est plongée dans des puits contenant du sang et une
solution tampon. Un changement de couleur de la bandelette indique la présence d’antigénes
specifiques produits par le parasite du paludisme, dans le sang du patient. Une étude, portant sur
I’évaluation de I’efficacité des tests de diagnostic rapide présents sur le marché, a ét€ menée par

I’OMS. Les résultats de cette étude ont montré que ces tests pouvaient présenter des résultats dits
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faux positifs, c'est-a-dire que le test réagissait de facon positive pour des personnes n’étant pas
atteintes du paludisme. D’autre part, cette étude a permis de montrer qu’un grand nombre des tests
actuels présentent une bonne stabilit¢ aux hautes températures et a I’humidité. La facilité
d’utilisation et d’interprétation des résultats a également été étudiée, les bandelettes ont été
considérées comme les formats les moins pratiques et les moins faciles d’utilisation. Les tests sous

forme de cassette (petite carte en plastique) sont préférés aux tests sur bandelettes.(73)
11.1.5.3.3. Les traitements

11.1.5.3.3.1. Médicaments antipaludiques

Depuis I’introduction des premiéres molécules antipaludiques de synthese, il y a environ 70
ans, seul un petit nombre d’entre elles ont été utilisées comme traitement. Les principales classes

sont décrites ci-aprés (Tableau 2).

Famille chimique Médicaments
Amino-4-quinoléines Chloroquine, amodiaquine, pipéraquine
Aminoalcools Quinine, quinidine, mefloquine, halofantrine, luméfantrine

Sulfonamides ou sulfones Sulfadoxine, sulfalene, dapsone

Biguanides Proguanil, chlorproguanil

Diaminopyrimidine Pyriméthamine

Amino-8-quinoléines Primaquine

Lactones sesquiterpenes Artémisinine, artééther, artéméther, artésunate, dihydroartémisinine
Naphtoquinone Atovaquone

Antibiotics Azythromycine, clindamycine, doxycycline, tétracycline

Tableau 2 : Principaux médicaments antipaludiques disponibles

Dans la médecine traditionnelle chinoise, la plante Artemisia annua est connue depuis
environ 2000 ans dans le traitement des fievres.(74) En 1967, dans le cadre d’un vaste programme
de recherche antipaludique (projet 523), des extraits de cette plante ont été testés contre le
paludisme et ont révélés une activité antipaludique puissante.(75) En 1972, le principe actif a été
isolé, purifié et nommé artémisinine (Figure 9, nom donné par les occidentaux).(76) Aprés avoir
démontré I’efficacité de cette molécule sur modéles animaux, des tests ont débuté chez I’Homme en
Chine.(77) Ces tests ont permis de démontrer 1’activité rapide et efficace de 1’artémisinine, méme

sur des souches CQ-résistantes. Néanmoins, les traitements a base d’artémisinine sont colteux,
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c’est pourquoi des analogues semi-synthétiques ou synthétiques de cette molécule ont été

développés.(78)

Depuis 2001, ’'OMS recommande [’utilisation de I’artémisinine ou de ses dérivés, en
association avec des antipaludiques d’action rapide (ex : chloroquine, quinine...), dans les zones ou
des résistances sont connues pour les monothérapies. Ces associations se nomment « Artemisin
Combination Therapies » (ACT).(79) Le but principal de ces ACTs est de lutter contre le

développement des résistances.

Malheureusement, en 2008, des cas de résistance a 1’artémisinine ont fait leur apparition a la
frontiére entre le Cambodge et la Thailande.(80) De plus, des résistances ont été observées pour les
dérivés de I’artémisinine, comme par exemple I’artésunate (Figure 9).(1) Néanmoins, malgré les
changements de sensibilité du parasite envers I’artémisinine et ses dérivés, I’OMS considere que le

taux d’échec des ACT est faible (moins de 10%).(1)

Dans les années 1800, la quinine (Figure 11) a été extraite de I'écorce d’un arbuste, le
Cinchona officinalis également appelé quinquina.(81) (82) Malgré I’ancienneté de cette molécule,
la quinine (et son isomeére : la quinidine, Figure 11) reste I'un des médicaments les plus importants
pour le traitement du paludisme non compliqué.(81) De plus, la quinine est I’'un des médicaments
utilisés en dernier recours pour le traitement du paludisme grave.(53) Néanmoins, les problémes de
toxicité(83) de la quinine ont incité les scientifiques a développer des analogues synthétiques de
cette molécule. De plus, des cas de résistance ont été rapportés dans les années 1960 au Brésil et en
Asie du Sud-Est.(84)

La chloroquine (Figure 8) a été synthétisée pour la premiere fois en 1934 par la société
Bayer.(85) Cette molécule s’est rapidement révélée efficace et peu cotteuse et a été largement
utilisée dans les années 1940. Cependant, des 1957, les premiers cas de résistance a la CQ chez P.
falciparum sont apparus en Thailande et en Amérique du Sud.(86) Cette résistance s’est rapidement
répandue sur ces deux continents, puis en Afrique ou elle concerne aujourd’hui plus de 85 % des

régions.

En 1955, I'amodiaquine (Figure 8) a été découverte, cette molécule est en fait une pro-
drogue de la monodéséthylamodiaquine. L’amodiaquine a tout d’abord été utilisée comme molécule
concurrente a la chloroquine. Puis elle a été utilisee comme traitement prophylaxique des la mise en

évidence de problémes de toxicité hématologique et hépatique.(85) L’amodiaquine a ensuite été
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utilisée comme traitement, en association avec I’artésunate. Des études ont montré que cette ACT
est bien tolérée par les patients.(87) D’aprés ’OMS, la combinaison artésunate-amodiaquine a été
choisie par de nombreux pays comme traitement de premiére intention dans les cas de paludisme
non-compliqué.(1) Malheurcusement, des cas de haute résistance a 1’amodiaquine ont fait leur

apparition en Tanzanie.(88)

La méfloquine (Figure 10) a été introduite dans le milieu des années 1970.(74) Cette
molécule est efficace sur des clones hautement résistants a la chloroquine.(89) Néanmoins, aux
doses recommandees, la méfloquine engendre de graves effets secondaires, tels que de la
dépression, des crises de panique...(90) De plus, dans les années 80, soit quelques années aprés son
introduction, les résistances a la méfloquine ont fait leur apparition, notamment au Cambodge et en
Thailande.(91)

En 1952, la primaquine (Figure 12) a été présentée comme un antipaludique de choix dans
le traitement du paludisme d0 a P. vivax.(92) Toutefois, les effets indésirables, telle que
I’hémolyse, engendrés par la prise de ce médicament, interdisent le traitement chez les femmes
enceintes.(92, 93) Les problémes d’hémolyse concernent essentiellement les patients déficients en
Glucose-6-phosphate Déhydrogénase (G6PD), les mécanismes d’induction du phénoméne

d’hémolyse n’ont pas encore été totalement élucidés.(94, 95)

Dans les années 60, la pipéraquine (Figure 12) a été développée simultanément par la
société Rhone-Poulenc et des chercheurs chinois. Cette molécule a été largement utilisée dans les
années 80 en Chine. Malheureusement, des problemes de résistances sont rapidement apparus.
Aujourd’hui, la pipéraquine est toujours utilisee, mais en association (ACTs) afin de limiter

’apparition de nouvelles résistances.(1, 83)

L'halofantrine a été développée a I'Institut de recherche « Walter Reed Army » en
collaboration avec SmithKline Beecham et 'OMS / TDR a la fin des années 1960 et au début des
années 1970, en tant que remplagant de la méfloquine dans les cas de paludisme dus a des clones
CQ-résistant de P. falciparum.(96) Le développement commercial de cette molécule a commencé
dans les années 80. Cependant, des 1993, les premiers cas de déces associés a la prise d’halofantrine
ont éte rapportés.(97) Aujourd’hui, ce medicament est utilisé de maniére limitée dans les zones ou

les autres molécules antipaludiques n’ont plus d’efficacité.(96)
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La luméfantrine (Figure 10) a été synthétisée en 1970 par I’Institut de Sciences Médicales
Militaires de Beijing, en Chine puis a été enregistrée comme antipaludique en 1987.(98) La
luméfantrine est tres soluble dans les graisses insaturées et doit étre prise avec un repas gras pour
faciliter son absorption.(98) Or cela pose de nombreux problémes puisque les populations a risque
n’ont bien souvent pas acces a ce type de repas. D’autre part, des clones résistants a la luméfantrine
ont pu étre obtenus en laboratoire mais aucun cas de résistance n’a été observé sur le terrain.(99) La

luméfantrine est toujours utilisée en association avec 1’artéméther.(1, 99)

La sulfadoxine (Figure 8) est toujours utilisée en association avec la pyriméthamine (Figure
8). Cette combinaison a été introduite en 1960 en Thailande.(100) Ce n’est qu’en 1987 que cette
association, nommée Fandisar, fut approuvée par la Food and Drug Administration (FDA). Bien
que le Fandisar soit toujours utilis¢ dans certains pays, son utilisation est limitée par I’apparition
d’effets secondaires graves, comme le développement de syndrome de Stevens-Johnson
(érytheme).(96) D’autre part, le parasite a développé rapidement des résistances au Fansidar,
notamment en Thailande.(100, 101)

En 2000, la malarone a été approuvée par la FDA pour la prévention et le traitement du
paludisme dd & P. falciparum. La malarone est une combinaison d'atovaquone et de proguanil. Le
proguanil a été approuvé par la FDA en 1948 comme agent antipaludique. Néanmoins, il n'a pas été
largement utilisé et son utilisation en monothérapie a été arrétée en 1970. Il est a noter que la
résistance au proguanil a été reconnue en 1950. Bien que la malarone ait peu d'effets indésirables, le

colt de ce médicament rend son utilisation limitée.(96)

Plusieurs antibiotiques ont montré un effet antipaludique. Néanmoins, 1’effet antipaludique
n’est pas immédiat et n’intervient qu’apres deux cycles du parasite. Cette attente peut s’avérer fatale
pour les patients non immunises, ¢’est pourquoi les antibiotiques ne sont utilisés que sous forme de
combinaisons avec d’autres médicaments d’action rapide (par exemple avec la quinine, ou
I'artésunate).(1, 83) La doxycycline est un antibiotique a large spectre qui peut étre utilisée dans le
cadre du traitement prophylaxique du paludisme, elle est commercialisée sous le nom de

Doxypalu®.
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11.1.5.3.3.2. L’OMS et les traitements actuels(54)
11.1.5.3.3.2.1. Les objectifs des traitements actuels

Les différents traitements donnés aux malades atteints de paludisme non-compliqué ou
sévere, suivent les recommandations €ditées par I’OMS. Ces recommandations permettent a la fois
le recul de la mortalit¢ et de la morbidit¢é dues au paludisme, mais aussi d’empécher le
développement de nouvelles résistances aux traitements actuels. De plus, 1’élimination de la
parasitémie chez le patient, grace a des traitements efficaces, permet de réduire la transmission du

parasite. Les objectifs des traitements varient selon les formes de paludisme.(54)

11.1.5.3.3.2.1.1. Paludismes non compliqués

L’objectif des traitements administrés lors d’un paludisme non compliqué, est de soigner le
patient le plus rapidement possible pour éviter I’évolution de la maladie.(54) Les effets indésirables
du traitement employé ainsi que la vitesse de la réponse thérapeutique seront pris en considération

pour choisir le traitement approprié.
11.1.5.3.3.2.1.2. Paludismes graves
L'objectif principal du traitement antipaludique dans le cas de paludisme grave est de

prévenir la mort du patient.(54)

Dans le cas d’un paludisme cérébral, la prévention de déficit neurologique est I’objectif le

plus important.

Dans le traitement du paludisme grave pendant la grossesse, le principal objectif est de

sauver la vie de la mére.

Dans tous les cas de paludisme grave, la prévention de la recrudescence et les effets

indésirables mineurs sont considérés comme secondaires.

11.1.5.3.3.2.2. Traitements du paludisme non-compliqué di a P. falciparum

Dans le cas de paludisme non-compliqué di a P. falciparum, I’OMS recommande
I’association de deux ou plusieurs médicaments schizontocides ayant des modes d’action
indépendants. Ces associations permettent souvent une meilleure efficacité et préviennent
I’apparition de résistances. En effet, dans le cas ou le parasite serait résistant a l'un des

médicaments, la lyse du parasite sera engendrée par l'autre médicament antipaludique. Pour
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augmenter les chances de succés du traitement, les médicaments partenaires doivent étre

suffisamment indépendants et étre complémentaires.

11.1.5.3.3.2.2.1. Traitements par combinaison, du paludisme non-compliqué dd a P. falciparum

Les traitements par combinaison étaient généralement composes des mélanges : sulfadoxine-
pyriméthamine,  chloroquine-sulfadoxine-pyriméthamine  ou  I'amodiaquine-  sulfadoxine-

pyriméthamine.

Néanmoins, des niveaux éelevés de résistance a ces médicaments en monothérapie ont été

enregistrés et compromettent leur efficacité, méme en combinaison.

OCH
O\\S,H\A;ocm N ?
SIS AN
H,N H,N" N 3
Sulfadoxine Pyriméthamine
CH, H3Cj /@i""rom
HN)\/\/N\/CHS HN Nj
N N CHs
cl N" cl N
Chloroquine Amodiaquine

Figure 8 : Structures chimiques de la sulfadoxine, de la pyriméthamine, de la chloroquine et de
I’amodiaquine.
11.1.5.3.3.2.2.2. Traitements du paludisme non-compliqué par des combinaisons avec des ACTs

Les ACT sont des combinaisons dans lesquelles I'un des composants est soit 1’artémisinine,
soit I’un de ses dérivés, par exemple I’artésunate, 1I’artéméther (Figure 9) ou la dihydroartémisinine
(Figure 9).
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Artéméther Dihydroartémisinine

Figure 9 : Structures chimiques de I’artémisinine, de 1’artésunate, de 1’artéméther et de la

dihydroartémisinine.

Les dérivés de I'artémisinine engendrent une baisse rapide de la parasitémie et la disparition
rapide des symptomes. L’artémisinine et ses dérivés sont connus pour étre ¢liminés rapidement,
c’est pourquoi ils doivent étre administrés sur une période de trois jours s’ils sont associés a
d’autres médicaments a élimination lente ou sur une période de sept jours s’ils sont associés a

d’autres médicaments a élimination rapide.

Les combinaisons désormais recommandées dans le traitement du paludisme non-compliqué
sont artéméther-luméfantrine,  artésunate-amodiaquine,  artésunate-méfloquine,  artésunate-

sulfadoxine-pyriméthamine et dihydroartémisinine-pipéraquine.

cl CF3
O CHs N CF3
\ K// CHs =
OH A |
HO
o7 (O
C

/)

ZT

Luméfantrine Méfloquine

Figure 10 : Structures chimiques de la luméfantrine et de la méfloquine.
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11.1.5.3.3.2.3. Traitements du paludisme grave di a P. falciparum

Dans le cas du paludisme grave, le traitement antipaludique doit étre administré rapidement
soit par voie parentérale, soit par voie rectale. Pour la voie parentérale, deux classes de
médicaments sont disponibles : les alcaloides du quinquina (quinine et la quinidine) et les dérivés
de l'artémisinine (artésunate, artéméther). En raison de graves problémes de résistance, la
chloroquine n'est plus recommandée pour le traitement du paludisme sévére. D’autre part,

’association sulfadoxine-pyriméthamine est également déconseillée par injection intraveineuse.

Quinine Quinidine

Figure 11 : Structures chimiques de la quinine et de la quinidine.

Si I’injection des différents types de traitement est impossible, la voie rectale sera préférée.
Dans le cas d’un traitement par voie rectale, des suppositoires d’artémisinine ou d’artésunate seront

utilisés.
11.1.5.3.3.2.4. Traitements du paludisme d0 a P. vivax, P. ovale et P. malariae

Dans les cas de paludisme d a P. vivax, un traitement a la chloroquine peut étre envisagé si
la zone géographique correspond a la présence de parasites sensibles a cette molécule. Dans le cas
contraire, un traitement comprenant des ACTs devra étre donné. L’OMS recommande des
combinaisons comprenant de la pipéraquine, de la méfloquine ou de I’amodiaquine en association

avec un dérivé de I’artémisinine (de I’artésunate ou de la dihydroartémisinine).

D’autre part, dans le cas d’une rechute a P. vivax, ’'OMS recommande 1’ajout de la

primaquine dans le traitement, durant 14 jours.
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Pipéraquine Primaquine
Figure 12 : Structures chimiques de la pipéraquine et de la primaquine.

Dans les cas de paludisme di a P. ovale, ’OMS recommande 1’association chloroquine-

primaquine.

Dans le cas de paludisme di a P. malariae, ’'OMS recommande I’utilisation de la

chloroquine.

11.1.5.3.3.2.5. Traitements du paludisme di a P. knowlesi

Dans les cas de paludisme dd a P. knowlesi, aucune recommandation n’a été faite au niveau
de I’OMS.(54) Néanmoins, différentes études montrent que 1’association chloroquine-
primaquine(102, 103), I’association artéméther-luméfantrine(104) ou la quinine(104) sont efficaces
dans le traitement du paludisme non-compliqué di a P. knowlesi. Pour les cas de paludisme sévere,

un traitement parentéral de quinine semble indiqué.(104)

11.1.5.3.3.2.6. Suivi des traitements actuels

Les résistances ou les baisses de sensibilité du parasite du paludisme envers les médicaments
antipaludiques actuels, font 1’objet d’une surveillance accrue de la part des organismes de santé
publique. En 2001, I’artémisinine était considérée comme le « plus grand espoir contre le
paludisme », néanmoins, plus de dix ans aprés, 1’apparition de résistances et les baisses de
sensibilité aux ACTs posent des problémes et menacent I’efficacité des traitements. C’est pourquoi,

le développement de nouvelles molécules est essentiel pour créer un nouvel arsenal thérapeutique.

11.1.5.3. 4. Les médicaments en développement

Actuellement, de nouvelles entités chimiques ou combinaisons sont en développement
clinique. Le portefeuille actuel est détaillé ci-dessous, en fonction du stade de développement des

molécules en devenir.
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11.1.5.3. 4.1. Les médicaments au stade préclinique

Durant cette phase, les profils toxicologique et pharmacologique du médicament sont

étudiés, via des tests in silico, in vitro et sur modele animal.

- RKA182(105) est un tétraoxane qui a été développé par 1’équipe du Professeur O’Neill a
I’Université de Liverpool. Ces tétraoxanes ont 1’avantage d’étre des molécules achirales, ce qui

pourrait conduire a des codts de développement faibles.

- La trioxaquine(106) (PA1103) est une molécule bimodale qui comporte une partie
aminoquinoléine et une partie trioxane. Cette molécule a été¢ développée par I’équipe du Professeur
Meunier a Toulouse, dans le cadre du projet PALUMED. En 2007, la trioxaquine est entrée en

phase préclinique en collaboration avec Sanofi.

- BCX4549, également appelée DADMe-Immucillin-G, a été développée a I’Université Yeshiva de
New-York. Cette molécule est actuellement en phase préclinique. D’autre part, des tests in vivo
chez des singes Douroucoulis ont permis de montrer qu’un traitement per 0s de BCX4549 permet la

guérison totale de ces singes infectés par P. falciparum. (107)

- DSM265(108, 109) a été développée grace a la collaboration de trois groupes, les groups du Prof.
Margaret Philips de I’Université du Texas, du Prof. Pradip Rathod de I’Université de Washington,
et du Prof. Sue Charman de 1’Universit¢ de Monash. La molécule est actuellement en
développement préclinique, et les résultats préliminaires laissent envisager le début de la phase | en
2013.%

- MK-4815(110) est actuellement en développement préclinique et est développée par Merck et
MMV. En 2008, Merck avait signé un accord avec MMV pour la mise sous licence des droits de la
molécule et le début de la phase I. Cependant, une étude préclinique complémentaire a été démarrée
afin d’approfondir le profil de sécurit¢ de la molécule avant toute administration chez

I’Homme.(111)

- P218(112)(113) a été développée dans le cadre d’un projet de recherche sur les antipaludiques
inhibant la voie des folates. En effet, les classes thérapeutiques ciblant cette voie connaissent
I’apparition de nombreuses résistances. MMV a donc développé un programme pour tenter de
trouver un médicament efficace contre les souches résistantes. Les tests préliminaires effectués sur

P218 ont permis de montrer que cette molécule possede un bon index thérapeutique et peu de
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toxicité chez I’animal. La phase préclinique est en cours et permettra d’établir la dose efficace pour

les études chez I’Homme.

- Genz-668764(114)est un aminoindole développé par Genzyme Corporation, une filiale de Sanofi.
Aprés un screening de 70000 molécules a I’Institut Broad, la molécule Genz-644442 a été identifiée
comme « hit ». Apres étude des résultats preliminaires et des relations structure-activité, la société
Genzyme Corporation a ensuite optimisé la structure pour conduire a Genz-668764 qui est

actuellement en phase préclinique.

- NPC-1161B(115) est une amino-8-quinoléine qui est développée grace a un partenariat entre
MMV et I’Université du Mississipi. NPC-1161B est I’'un des énantiomére du mélange racémique de
NPC-1161C. Cet énantiomere s’est avéré étre le moins toxique et le plus efficace sur modéle murin.
NPC-1161B est actuellement en phase préclinique et devrait intervenir dans le traitement du

paludisme dd a P. vivax.(116)
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Figure 13 : Médicaments en développement préclinique

11.1.5.3. 4.2. Les médicaments en phase |

C’est lors de la phase I que le médicament va étre administré chez I’Homme pour la
premiére fois. Ces tests sont effectués sur un petit groupe de volontaires sains (entre 20 et 80) afin

de définir le dosage appropri¢ et d’identifier les effets secondaires.

- GNF156(113) est une imidazolopipérazine développée par MMV et Novartis. La phase
préclinique a démontré une bonne activité sur les formes sanguines, hépatiques et sur les

gamétocytes de Plasmodium. GNF156 est entrée récemment en phase 1.(117)'(118)

-La sévuparine de sodium est un analogue de I’héparine possédant une basse masse moléculaire (7,4
kDa). La sévuparine de sodium, ne présente pas ’effet anticoagulant important que I’on retrouve
pour les dérivés d’héparine. Cette molécule est testée comme adjuvant du mélange
atovaquone/proguanil. La phase I des essais cliniques, a débuté en mai 2009 et s’est terminée en
septembre 2009. La molécule présente un bon profil toxicologique. La phase I/l est en cours de

recrutement de patients.(119)

-AQ13 a été développée par I’équipe du Professeur Krogstad a 1’Université de Tulane en Louisiane.
AQ13 a été testée en association avec la chloroquine sur des patients adultes agés de 21 a 45 ans. La
phase I a été terminée en 2006 et a montré que 1’association AQ13/CQ n’engendre pas de

problémes de toxicité rénale, hépatique, hématologique ou sur d’autres organes vitaux.(120)

- GSK369796 est une amino-4-quinoléine développée par un partenariat entre 1’équipe du
Professeur O’Neill a 1’Université de Liverpool, MMV et GSK. Cette molécule s’est révélée tres
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active in vitro sur des souches CQ-sensibles et CQ-resistants de P. falciparum et in vivo chez les
rongeurs. Durant la phase I, GSK369796 a été administrée seule, a différents dosages (jusqu’a 2
mg) chez des patients sains. Une exposition plasmatique plus basse que prévue et des effets
indésirables aux plus hautes doses, ont conduit les experts a interrompre le programme.(121, 122)

- CDRI 97-78(123) est un 1,2,4-trioxane développé par 1’Institut Central de Recherche de
Médicaments Indiens (CDRI). La phase | de cette molécule a débuté en 2008 en collaboration avec

les laboratoires Ipca.(123)

AQ13 GSK369796

CDRI97-78 GNF156
Figure 14 : Médicaments au stade préclinique

11.1.5.3.4.3. Les médicaments en phase lla

Durant la phase lla, des tests vont étre effectués sur un nombre limité de malades (entre 100

et 200) afin de démontrer I’efficacité du médicament.

- NIDT609(124) est une spiroindolone développée par MMV et Novartis. La phase clinique,
débutée en 2010, a permis de montrer que ses propriétés pharmacocinétiques sont favorables a un
dosage oral journalier (une seule dose) et que cette molécule est curative dans le cas de souris
infectées par une souche de P. bergeii trés virulente. La phase | a permis de montrer 1’innocuité de

la molécule envers les Hommes. La phase lla est en cours.(125)
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- 0Z439 est un trioxane synthétique développé grace a un partenariat entre MMV et les Universites
du Nebraska, de Monash et de I’Institut des maladies tropicales et de santé publique Suisse. Durant
les tests précliniques et les tests de phase I, cette molécule s’est avérée avoir une exposition
plasmatique accrue comparativement a 1’artémisinine. Il est a noter que OZ439 s’est révélée
curative a une mono-dose de 20mg/kg chez la souris infectée par P. berghei.(126) D’autre part,
méme a haute dose, la molécule est tres bien tolérée par les patients sains. Depuis 2010, la phase Il
a été initiée, OZ439 est administrée seule, néanmoins, trois combinaisons potentielles ont été
sélectionnées pour des tests futurs. (127, 128)

- La fosmidomycine est développée grace a un partenariat entre MMV et Jomaa Pharma. La
fosmidomycine est un antibiotique naturel produit par Streptomyces lavendulae, qui a été
initialement utilisé comme agent antibactérien. Les chercheurs de Jomaa Pharma ont ensuite
démontré que cette molécule agit comme inhibiteur de la voie des isoprénoides en bloguant une
voie métabolique dont le parasite du paludisme est dépendant. Actuellement, la fosmidomycine est
actuellement en phase Il de développement clinique, en association avec la clindamycine, un autre
antibiotique. (129-134)

- La bleu de méthyléne est un colorant, qui a été développé comme molécule antipaludique par
DSM (Dutch state mines) et I’Université d’Heidelberg. Le bleu de méthylene est actuellement en

phase II de développement clinique, en association avec un mélange d’artésunate/amodiaquine(122,
135-138)

- SAR97276 est un analogue de la choline, qui a été découvert par 1I’Université de Montpellier et
développé par la Sanofi. La molécule était en phase II d’essai clinique jusqu’en juin 2010 sur des
patients atteints de paludisme grave et jusqu’en février 2012 sur des patients atteints de paludisme
non compliqué. Selon les criteres prédéfinis et les recommandations des comités de suivi des

données, les deux études ont été stoppées faute d’efficacité suffisante. (139, 140)

07439
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Figure 15 : Médicaments en phase lla.

11.1.5.3.3.4. Les médicaments en phase Ilb et 111

La dose thérapeutique du médicament va étre déterminée durant la phase Ilb, qui est réalisée
sur un plus grand nombre de malades (entre 100 et 300). La phase Ill est réalisée sur un nombre
important de malade (1000 ou plus) et sert a mesurer ’efficacit¢ du médicament a la dose

préalablement déterminée (phase 11b) par rapport a un traitement de référence.

- La ferroquine est une amino-4-quinoléine ferrocénique développée par 1’Université Lille 1 en
collaboration avec la société Sanofi. Cette molécule s’est révélée trés active sur les souches CQ-
sensibles et CQ-résistantes de P. falciparum. Cette molécule était en phase Ilb en association avec
I’artésunate, pour le traitement du paludisme non compliqué da a P. falciparum ou P. vivax,
jusqu’en juin 2011. L’interruption de cette phase n’est pas en relation avec des effets indésirables
ou une activité inattendue, mais découle d’une réorientation de stratégie de Sanofi dans le

développement de cette molécule.(141)

- Le Pyramax® pédiatrique est une combinaison fixe d’artésunate et de pyronaridine. Cette
moléecule est utilisée dans les cas de paludisme non compliqué di a P. falciparum et pour le stade
sanguin de P. vivax. La formulation de ce médicament a été réalisée sous forme de granulés afin de
faciliter I’administration chez les nourrissons. Une étude de phase Il a été effectuée pour évaluer

I’efficacité, I’innocuité et la tolérabilité du Pyramax® sous forme de granules. Les résultats de cette
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étude ont permis de montrer que le médicament est bien toléré et est facilement administré. Un

dossier devrait étre soumis rapidement a 1’agence européenne des médicaments (EMA).(142-145)

- L’azithromycine est actuellement en phase III de développement clinique avec MMV et Pfizer.
L’azithromycine est testée en association avec la chloroquine, sous le nom Zithromax®, dans le

traitement préventif intermittent chez les femmes enceintes.(146-151)

- La tafénoquine est une amino-8-quinoléine qui est développée par MMV et GSK. Cette molécule
est testée en association avec la chloroquine. Les amino-8-quinoléines, comme la primaquine,
engendrent des problémes d’hémolyse chez les patients déficients en G6PD. C’est pourquoi, des
tests de phase I pour I’évaluation du potentiel d’hémolyse de la tafénoquine sont actuellement en
cours de recrutement. D’autre part, la tafénoquine est testée en association avec la chloroquine, en

phase I1, pour le traitement radical du paludisme da a P. vivax. (93, 152-155)

- Argemone mexicana est une plante herbacée de la famille des papavéracées. Cette plante est
connue en médecine traditionnelle et a montré une activité antipaludique sur P. falciparum. Des
essais cliniques randomisés ont été conduits par Antenna, sur des décoctions d’argémone. La
premicre étude a permis de montrer qu’un traitement a base d’argémone présente les mémes
résultats qu’un traitement classique a base d’artémisinine. D’autre part, des recherches seront

menées pour tenter d’extraire et d’identifier le principe actif contenu dans cette plante.(156, 157)

- Artimist® est un traitement spray sublingual d’arteméther, spécialement congu pour le traitement
du paludisme sévere chez les enfants, dii a P. falciparum. La phase Il est actuellement en cours de

recrutement de patient. (158)

-Le cotrimoxazole est une association de triméthoprime et de sulfaméthoxazole, deux antibiotiques
bactériostatiques. Le cotrimoxazole est recommandé par ’OMS dans le traitement prophylaxique
du paludisme chez les enfants de moins de six semaines ou nourris par allaitement, issus de meére
porteuse du Sida. Une phase III d’essais cliniques est en cours de recrutement de patients (enfants
agés de 4 a 5 mois). D’autre part, une phase IV d’essais cliniques chez les adultes porteurs du sida a

été achevée.(159-161)

-L’érythropoiétine, plus connu sous le nom d’EPO, est une hormone de nature glycoprotéique.
L’EPO est actuellement en phase III d’essai clinique, en association avec la quinine.(162) Elle est

testée comme adjuvant dans le traitement du paludisme sevére chez 1’enfant. Des premiéres données
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ont permis de montrer I’inocuité a court terme (sept jours) de I'érythropoiétine a des doses

élevées.(163)
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Figure 16 : Médicaments en phase I1b et I11
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I1.1.5.3.4.5. Les médicaments en cours d’enregistrement

Dés sa constitution, le dossier d’enregistrement sera soumis aux autorités de santé qui

évalueront le médicament et permettront ou non son autorisation de mise sur le marche.

-Récemment (février 2012), le comité pour les produits utilisés en médecine humaine a adopté une
opinion positive pour I'utilisation du Pyramax (association de la pyronaridine avec 1’artésunate)
dans le cadre du traitement du paludisme non compliqué da a P. falciparum ou P. vivax, chez

I’adulte ou I’enfant de plus de 20 kilogrammes.(142)

-Le médicament ASMQ, développé par DNDI, est une association d’artésunate et de méfloquine.
L’intérét de ce médicament est qu’il est formulé sous la forme d’un seul comprimé et permettra
d’éviter les problemes de mauvaise observance. Ce médicament a été autorisé au Brésil en 2008, en
Inde en 2011. Des demandes d’autorisation ont ét¢ soumises pour d’autres pays d’Amérique latine

et d’Asie du sud.(165)

-La formulation intrarectale de 1’artésunate est développée par ’OMS. Les résultats d’une étude
clinique randomisée de grande envergure ont été publiés en 2009. Suite aux résultats de cette étude,
le comité consultatif des médicaments anti-infectieux a étudié la demande d’autorisation de mise
sur le marché de I’OMS. Le rapport bénéfice / risque a été considéré comme négatif par le
comité.(166)

11.1.5.3.4.6. Les médicaments en phase IV

Les médicaments en phase IV ont recus une autorisation de mise sur le marché et donc
peuvent étre commercialisés. La phase IV permet de dépister les effets secondaires rares ou les

complications tardives, grace a un suivi continu du médicament.

-L’artésunate injectable (en intraveineuse ou en intramusculaire) est recommandée dans le
traitement de premiére ligne du paludisme grave. La formulation injectable est importante puisque
dans les cas de paludisme grave, traiter les patients par voie orale est souvent impossible

(inconscience, vomissements...).(167)

-En 2011, suite a l'avis positif formulé¢ par 'EMA, la Commission Européenne a délivré une
autorisation de commercialisation pour Eurartesim®, une combinaison a dose fixe de
dihydroartémisinine et de pipéraquine. Ce médicament est développé par Sigma-Tau en partenariat

avec MMV pour le traitement du paludisme non compliqué da a P. falciparum.(168)
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-Sanofi, DNDi et MMV se sont associes pour évaluer le profil de sécurité du médicament ASAQ
(artésunate/amodiaquine), utilisé en traitement de premiere ligne. Cette phase IV se déroulera dans

le district sanitaire d’ Agboville, en Cote d’Ivoire, pour une durée de 2 a 3 ans.(169)

-Coartem® est un traitement qui a été développé spécialement pour les enfants par MMV et
Novartis. Il s’agit d’une combinaison fixe d’artéméther et de luméfantrine pour le traitement du
paludisme non compliqué da P. falciparum. Coartem® a été approuvé par Swissmedic (I'Agence de
réglementation suisse) en Décembre 2008 et a recu une préqualification de I'OMS en Février 2009.
En Avril 2009, I’OMS I’a placé sur la liste des médicaments essentiels pour les enfants. En Février

2012, 100 millions de traitements de Coartem® avaient été livrés dans 39 pays.(170)

11.1.5.3.4.7. Approches dans le développement de nouvelles molécules

Des approches de criblage a haut debit sont de plus en plus utilisées pour trouver de
nouvelles molécules d'intérét. La firme pharmaceutique GSK a récemment publié une étude portant

sur plus de 2 millions de composés dont 13500 environ, ont révélé une activité.(171)

Les molécules en développement sont souvent issues d'un travail de pharcomodulation de
molécules déja utilisées. Néanmoins, les nouvelles molécules créées possédent des modes d'action

proches mais pas forcément identiques a ceux de la molécule parente.

D’autre part, les thérapeutiques utilisées dans d’autres pathologies peuvent également
trouver une utilité dans le traitement du Paludisme. La fosmidomycine en est un bon exemple

puisqu’il s’agit d’un antibiotique.

11.1.5.3.4.8. Approches vaccinales

Le développement d’un vaccin efficace contre le paludisme est rendu difficile par la
complexité du parasite. De nombreuses approches vaccinales ont été étudiées durant les dernieres
décennies, malheureusement aucun vaccin n’est encore disponible sur le marché. Actuellement, le
candidat vaccin le plus avancé contre I’espece la plus létale du paludisme humain, P. falciparum,
est RTS, S/ASOL. Le candidat vaccin RTS,S/ASO01 est developpé par GSK et est actuellement en
phase III d’essai clinique. L’étude porte sur onze sites d’essais dans sept pays Africains. Le
recrutement des patients a été terminé en janvier 2011 et a permis de rassembler environ 15500
participants. Les résultats d’une premicre étude de phase III a grande échelle montrent que le

candidat vaccin permet de protéger significativement les jeunes enfants du paludisme simple et du
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paludisme sévére, avec un taux de protection de 50%. Le profil de tolérabilité et de sécurité semble
acceptable. La fin de I’étude est prévue pour 2014 et permettra d’évaluer la durée de protection
induite par le candidat vaccin et également de déterminer son efficacité chez les plus jeunes
enfants.(172)

11.1.5.4. Les cibles thérapeutiques

Vacuole digestive

Hémozoine

Apicoplaste

Réticulum
endoplasmique

Figure 17 : Cibles potentielles identifiées chez P. falciparum

Durant les derniéres décennies, de nombreuses avancées ont été réalisées dans la
compréhension des mécanismes moléculaires de survie du parasite dans 1’organisme et en
particulier dans I’hématie de 1I’hote. En effet, c’est au niveau du stade sanguin que le métabolisme
du parasite est le plus important, c’est aussi a ce stade que les premiers symptomes apparaissent.
L’étude des autres stades du cycle de vie du parasite (comme les hépatocytes) sont plus difficiles a

étudier.

Durant ce travail nous nous sommes intérressés aux cibles présentes au stade sanguin du

parasite, particuliérement a I’apicoplaste et a la vacuole digestive.
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11.1.5.4.1. La vacuole digestive
11.1.5.4.1.1. Généralités

La survie des Plasmodium dépend de l'ingestion de macromolécules solubles, du fait de leur
incapacité a ingérer des nutriments. Les anneaux se nourrissent par micropinocytose(173), c'est-a-
dire qu’ils absorbent de petits fragments de cytoplasme érythrocytaire. Lorsque le phénoméne de
micropinocytose s’arréte et que le parasite est devenu un trophozoite mdr, le systéme cytostomal
devient alors fonctionnel. Le cytostome est formé par invagination de la membrane du parasite et de
la vacuole parasitophore. Cette structure est composée d’une double membrane et est de forme
tubulaire. Un bourgeonnement de grosses vésicules se produit sur la partie distale du cytostome et
engendre la formation de vacuoles digestives.(173) Les enzymes protéolytiques contenues dans la
vacuole digestive permettent la digestion de I'némoglobine, principale source d'acides aminés du
parasite.(174, 175) La vacuole digestive, qui était a I'origine a double membrane, se transforme en
vacuole a simple membrane permettant ainsi une diffusion plus efficace des produits nutritifs dans
le cytoplasme du parasite. La vacuole digestive ainsi créée est un compartiment acide dans lequel le
pH est compris entre 5,2 et 5,6.(74)

I1.1.5.4.1.2. Digestion de I’hémoglobine

Lors de la phase intra-érythrocytaire, le parasite se développe a I’intérieur d’une vacuole
parasitophore, formée lors de 1’étape d’invasion. Le parasite a donc besoin d’espace pour pouvoir
croitre et se diviser.(176) Son développement nécessite également un apport en nutriments,
notamment des acides aminés.(174, 175) Pour ce faire, le parasite digere sa cellule hote de
I'intérieur, consommant environ 75% de I'hémoglobine(177-179), constituant majeur des
érythrocytes. De plus, la dégradation de I’hémoglobine permet également de maintenir la pression
osmotique afin d'éviter la lyse prématurée du globule rouge infecté.(176, 180) Une métalloprotéase
(falcilysine), quatre protéases aspartiques (falcipaines), une dipeptidylpeptidase I, trois protéases
cystéiques (plasmepsines), et probablement des aminopeptidases sont impliquées dans la digestion
de I'némoglobine.(181) L'hémoglobine est ensuite clivée en fragments plus petits par les falcipaines
et les plasmepsines. Ces fragments sont ensuite hydrolyseés par la falcilysine en petits peptides et
enfin libérés par la dipeptidylpeptidase | et les aminopeptidases. Des études, in vitro et in vivo, ont
montré que des inhibiteurs de falcipaine et de plasmepsine sont capables de dégrader ou de tuer le
parasite ; néanmoins leur spécificité n'est pas suffisante.(175) Des expériences de knock-out sur
plusieurs de ces enzymes, individuellement ou en association, ont démontrées que P. falciparum

croit normalement, ou présente de faibles altérations. Ceci suggere que ces différentes enzymes se
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compensent mais leur réle reste flou. Pour ces raisons, elles ne représenteraient pas de bonnes cibles

médicamenteuses.(175)

11.1.5.4.1.3. Détoxification de 1’héme

Lors du processus de dégradation de I’hémoglobine, de I’héme est libérée. Cette héme libre
est extrémement toxique pour le parasite. En effet, I’héme est capable d’inactiver les enzymes
présentes chez le parasite, telles que les plasmepsines, les falcipaines(182), la glycéraldehyde-3-
phosphate déhydrogénase(183), enzyme clé de la voie de glycolyse donc de la production d’énergie
qui interviendrait également dans la formation du complexe apical et la 6-phosphogluconate

dehydrogénase(184, 185), enzyme clé de la voie des pentoses phosphates.(186)

L’héme libre induit un phénoméne d’hémolyse(187). D’autre part, I’héme libre engendre
également une instabilit¢ membranaire du globule rouge, par induction d’une réticulation des
protéines du cytosquelette de celui-ci.(188) Lors de sa dégradation dans la vacuole digestive

(Figure 18), I’atome de Fe' contenu dans I’hémoglobine (Hb) est oxydé en Fe'

pour former la
méthémoglobine (metHb), probablement par auto-oxydation au contact de 1’oxygene. Lors de cette
oxydation, les électrons libérés vont engendrer la production d’espéces réactives de I’oxygene
(ROS) dans la vacuole digestive(189) et causer un stress oxydant au parasite.(190) De plus, les ROS
produits peuvent induire une peroxydation lipidique, aux conséquences désastreuses pour le

parasite.(190)

FPIX protéases metHb Hb

0 . il . 1l
(Fe )Acidesaminés( . ¥

Hémoglobine
(Hb)

Hémozoine .
H2O2 eO2 02

Figure 18 : Digestion de I’hémoglobine chez P. falciparum
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Contrairement a I’Homme, le parasite est dépourvu d’héme oxygénase nécessaire a la
dégradation enzymatique de 1’héme.(191) Chez P. falciparum, I’héme (Fe(Il)) est oxydée en
ferriprotoporphyrine 1X (FPIX) appelée également hématine (Fe(lll)), puis incorporée dans un
microcristal : I’hémozoine, ou encore pigment malarique.(192) La formation de ce pigment permet
la détoxification du parasite.(173) La dégradation de I'hémoglobine et la production d’hémozoine
représentent un intérét thérapeutique crucial puisqu'elles sont la cible d'un certain nombre de

médicaments antipaludiques(193-195).

11.1.5.4.1.4. Formation de ’hémozoine

Le mécanisme de formation de 1’hémozoine est le sujet de débats scientifiques depuis de
nombreuses années. Bien qu’il soit admis qu’environ 95% de I’héme présente dans le parasite soit
convertie en hémozoine(196), le mécanisme précis de sa formation reste encore non résolu. Dans
les années 90, il a été suggéré que la formation de I’hémozoine était catalysée par une enzyme :
I’héme polymérase.(197) Plus tard, cette hypothese a été réfutée en proposant un phénomene auto-

catalytigue comme le mécanisme de formation de 1’hémozoine.(198)

Il a ensuite été suggéré que les protéines riches en histidine (HRP) intervenaient dans la
formation de 1’hémozoine.(199, 200) Il a été montré que les deux protéines HRP Il et HRP III
pourraient étre a 1’origine de la formation de I’hémozoine. HRP II contiendrait 51 répétitions du
tripeptide His-His-Ala, représentant ainsi 76% de la protéine mature. HRP Il contiendrait 27
répétitions du dipeptide His-His, impliquées dans des tripeptides His-His-Ala ou His-His-Asp. De
plus des expériences de marquage immunofluorescent ont permis de montrer que HRP II n’est
présente qu’en faible quantité dans la vacuole digestive de P. falciparum. Alors qu’une proportion
importante de cette protéine est située dans le cytoplasme du parasite ou dans le globule rouge, HRP
Il pourrait étre transportee dans la vacuole digestive. Cependant, un suivi cinétique de la formation
de I’hémozoine a permis de montrer que HRP II ne convertirait qu’environ 30% de 1’héme en
hémozoine au bout de 24h. D’autre part, des clones de P. falciparum délétés en HRP Il et HRP IlI,
produisent de 1’hémozoine normalement.(199) D’autres HRP ont été détectées dans le parasite,
pouvant ainsi compenser la perte des HRP 11 et 11l. Toutefois, aucune protéine homologue aux HRP
n’a été identifiée chez P. vivax et P. berghei. Toutes ces études laissent supposer que les HRP ne

seraient pas impliquées dans le mécanisme de formation de I’hémozoine.

L’analyse lipidomique de la membrane de la vacuole digestive n’a pas été réalisée, c’est

pourquoi la composition de cette membrane n’est pas connue aveC précision. Néanmoins,
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récemment, il a été montré que le phosphatidylinositol 3-monophosphate, un phospholipide
impliqué dans le trafic protéique, est présent dans la membrane de la vacuole digestive.(201)
D’autre part, plus récemment, il a été suggéré que des lipides spécifiques du parasite seraient
impliqués dans la formation de ’hémozoine. En effet, il a été suggéré que les lipides de type mono
(MAG) et diacylglycérol (DAG) pourraient promouvoir la formation de I’hémozoine alors que les
triacylglycérols (TAG) n’en seraient pas capables.(202) Néanmoins, des corps lipidiques contenant
du TAG ont été découverts a I’intérieur de P. falciparum.(203) De plus, une enzyme responsable de
la synthése du TAG serait essentielle a la prolifération intra-érythrocytaire du parasite.(204) D’autre
part, les corps lipidiques neutres seraient associés a la vacuole digestive et seraient largement
constitues de DAG et de TAG.(205) En 2005, une étude de microscopie électronique a transmission
a permis de montrer que les cristaux d’hémozoine seraient enveloppés de corps lipidiques
neutres.(206) La composition de ces corps lipidiques et leur capacité a promouvoir la formation
d’hémozoine ont été étudiées.(207) Dans cette étude, I’hémozoine a été observée a I’intérieur de
nanosphéres lipidiques. Aprés isolation, il a été montré que le constituant majeur de ces
nanosphéres seraient le MAG et en moindre mesure, le DAG et le TAG. Ces nanosphéres lipidiques
ne seraient pas associées a des protéines (notamment HRP II). Ces données soutiennent 1’hypothése
selon laquelle les protéines ne seraient pas impliquées dans la formation de I’hémozoine. Toutefois,
les protéines ne peuvent pas étre totalement exclues de ces mécanismes car des protéines inconnues,
présentes a la surface des nanospheres lipidiques, pourraient intervenir dans les mécanismes de

formation du pigment malarique.

Parallelement, le lien entre les lipides et la formation de I’hémozoine a ét¢ démontré dans
d’autres organismes, Schistosoma mansoni et Rhodnius prolixus.(208) En effet, I’hémozoine se
formerait a D’intérieur de gouttelettes lipidiques sphériques, présentes dans ’intestin du vers. La
répartition des cristaux d’hémozoine n’est pas régulieére puisque certaines gouttelettes sont remplies
de cristaux tandis que d’autres ne présentent que quelques petits cristaux.(209) L’hémozoine serait
située a coté de la membrane interne des gouttelettes, en contact avec I’interface aqueuse. Dans le
cas de R. proxilus, la formation d’hémozoine se ferait dans des vésicules dont la membrane serait
bicouche. La croissance des cristaux se ferait au niveau de la bicouche, dans I’environnement
aqueux.(208) Ces résultats suggerent que 1’interface eau-lipide aurait un réle prépondérant dans la

formation de 1’hémozoine.

En dépit de ces avancées dans la compréhension du mécanisme de formation de

I’hémozoine, la nucléation de I’hémozoine reste encore mal comprise. D’autre part, 1’étude de la
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nucléation de I’hémozoine reste difficile. C’est pourquoi des études modeles ont été effectuées avec
le mod¢le de B-hématine. En effet, il a été montré que les figures de diffraction de I'némozoine de P.
falciparum sont semblables a celles de la B-hématine.(210, 211) De plus, I’hémozoine a été
caractérisée grace a I’utilisation de différentes techniques spectroscopiques.(210, 212-215) Ces
analyses ont permis de prouver que I’hémozoine est chimiquement et spectroscopiquement

identique a la B-hématine.

Il a été supposé que l'unité dimeére fer-propionate de la B-hématine serait I'espéce de
nucléation dans la formation de I'némozoine.(216) Cependant, ces dimeéres intermédiaires n‘ont pas
été observés en solution et il a été montré que I'acétate est un mauvais ligand de coordination de
I'némine.(217) Des simulations de dynamique moléculaire en milieux aqueux, soutiennent cette
hypothese, mais indiquent également que ces liens sont favorisés par un environnement non
polaire.(218) D’autre part, la biocristallisation de la B-hématine serait initiée par un dimere m-n
entres les deux porphyrines.(219) Ces conclusions s’appuient sur le fait que le dimere fer-
propionate ne montre pas de recouvrement entre les groupements porphyrines et que la stabilité de
ce dimere ne repose que sur les liaisons fer-propionate, instables en milieu aqueux(217). De plus,
les groupements porphyrines seraient plus proches dans les diméres 7-m et se recouvriraient mieux,
augmentant ainsi la stabilité du dimére. Néanmoins, il a été évoqué que la distance moyenne entre
les atomes de fer des groupements porphyrines dans les dimeres m-n serait insuffisante par rapport a
celle connue dans le cristal de B-hématine, ce qui impliquerait un réarrangement de la structure du
dimeére m-m pour pouvoir réaliser la nucléation.(220) Ces auteurs suggerent que la nucléation de la
B-hématine serait donc initiée par des diméres fer-propionate de différents types. Il existerait quatre
formes distinctes : deux centrosymétriques et deux énantiomériques. La nucléation serait
principalement due aux formes centrosymétriques, les centres énantiomériques quant a eux
pourraient étre responsables d’un désordre dans le cristal et ainsi engendrer un retard de croissance

du cristal.

D’autre part, la protéine PF14 0446 de P. falciparum, appelée également HDP (heme
detoxification protein) serait transportée du cytoplasme du globule rouge vers la vacuole digestive,
lieu de biocrystalisation de I’héme, grace aux vésicules de transit, qui transportent également
I’hémoglobine. Cette protéine serait impliquée dans les mécanismes de biocrystalisation de I’héme
en hémozoine et pourrait donc devenir une cible intéressante dans le développement de nouvelles

thérapeutiques.(221)
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L'hémozoine a longtemps été considérée comme un produit inerte, sans activité redox.
Toutefois, un certain nombre d'études indiquent que I'hémozoine possede une activité
immunomodulatrice in vivo et ex vivo quand elle est endocytée par les macrophages et les cellules
dendritiques.(222—-224) Certaines études suggerent que les lipides et les contaminants d'ADN,
associes a I'némozoine brute, sont responsables d'interactions avec les cellules du systeme
immunitaire(225, 226), tandis que d'autres, utilisant I'hnémozoine pure ou la -hématine, ont montrés
que les cristaux purs sont capables de produire les mémes effets(227). La morphologie et
I’homogénéité des cristaux de f-hématine seraient importantes dans son activité anti-inflammatoire

et donc seraient importantes dans les études d’immunopathologie du paludisme.

La structure de la p-hématine a été étudiée par diffraction des rayons X.(211) Ces études ont
révélé une répétition de diméres d’hémine ou le fer ferrique de chaque monomeére est lié au groupe
propionate de son partenaire. Ces interactions fer-carboxylate sont supposées faire abstraction de
I'activité redox des molécules d'hémine dans le cristal. Les études structurales ont également révélé
des interactions de type liaisons hydrogénes qui permettent de relier les diméres dans une matrice a
deux dimensions. Les interactions, qui stabilisent le cristal dans la troisieme dimension, ont été
moins bien décrites. Néanmoins, une analyse par "Extended X-ray Absorption Fine Structure"
(EXAFS), au seuil K du fer, de I'hnémozoine et de la B-hématine(228) a révelé une incertitude dans
la position des atomes d'oxygeéne dans les deux formes. De plus, une grande valeur du facteur de
Debye-Waller de I'némozoine par rapport a celui de la B-hématine, a été observée. Ceci est le signe
de désordre dans la molécule. Ces auteurs ont suggérés que les liaisons oxygene-Fe sont moins bien

formées dans I'hémozoine et par conséquent que le cristal est moins bien ordonne.

Toutefois, I’utilisation de la B-hématine dans les études cristallographiques reste justifiee par
le fait qu’elle présente un meilleur rapport signal/bruit et que I’observation des pics de diffraction
est net.(211) La morphologie de la B-hématine a été étudiée, afin de déterminer les sites possibles
de liaison des médicaments antipaludiques et etudier comment ces liaisons peuvent influer la
croissance et la morphologie des cristaux. La morphologie des cristaux étant déterminée par les taux
de croissance relatifs des différentes faces. Les cristaux de B-hématine se développent plus
particuliérement le long de 1’axe c, présentant ainsi les faces latérales {100} et {010} de fagcon
prédominante, une face peu développée {011}, et une face mineure {001}.(229) Pour retarder la
nucléation ou la formation de ’hémozoine, les molécules antipaludiques devraient se fixer sur ['une
des faces {001} ou {011}. Alors qu’un inhibiteur efficace de la nucléation ou de la formation de

I’hémozoine devrait se fixer sur I’'une des faces {100} ou {010}.(230) Tres récemment, il a été
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montré que la face {100} serait en contact avec 1’interface lipidique de la membrane de la vacuole
digestive lors de la nucléation de ’hémozoine. Les cristaux d’hémozoine se développeraient donc

dans la phase aqueuse.(231, 232)

11.1.5.4.1.5. Les amino-4-quinoléines
11.1.5.4.1.5.1. La chloroquine

Comme vu précédemment, la chloroquine (CQ) est une amino-4-quinoléine qui a été
développée dans les années 1930. Son utilisation a connu son apogée dans les années 40,
malheureusement, des problémes de résistances sont apparus dix-sept ans plus tard. Néanmoins, la
CQ peut encore étre utilisée dans les cas de paludisme dus a P. vivax.

Malgré de nombreuses années d’utilisation et de recherches, le mécanisme d’action de la CQ

n’est pas encore totalement ¢lucidé.

I1.1.5.4.1.5.1.1. Mécanisme d’action de la CQ

De nombreux mécanismes d’action ont été proposés pour tenter d’expliquer 1’activité de la

CQ.

L'une des premiéres hypotheses suggérait que la CQ agissait comme intercalant de
I’ADN(233), empéchant ainsi sa réplication et conduisant a la mort du parasite. Néanmoins cette
hypothése a été rapidement réfutée lorsqu’il a été montré que la CQ s’accumule dans la vacuole
digestive et non dans le noyau. De plus, une telle interaction n’a pu étre observée qu'a de fortes

concentrations en CQ, supérieures a la dose active.(234)

Deux facteurs prépondérants déterminent donc le potentiel antipaludique des amino-4-
quinoléines, le premier est la capacité d’accumulation de la molécule dans la vacuole digestive du

parasite.(234, 235) Le second est I’affinité de la molécule pour ’héme.(236)

1. 1.5.4.1.5.1.1.1. Accumulation de la CQ dans la vacuole digestive

Au cours des vingt derniéres années, 1’accumulation de la CQ dans la vacuole digestive du
parasite a été étudiée a travers de nombreuses études sur cellules vivantes. Néanmoins, la diversité
des données obtenues n’a pas permis d’élucider les caractéristiques thermodynamiques et cinétiques

de I’entrée de la CQ dans les globules rouges parasités par Plasmodium.(237)
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Des les années 1970, I’étude de 1’accumulation de la CQ chez P. berghei (chez la souris)
avait permis de montrer que la **C-CQ (a la dose de 10 nM) s’accumule de fagon préférentielle dans
les hématies parasitées par rapport au plasma, avec un ratio de I’ordre de 100 : 1 (érythrocyte :
plasma). Chez P. falciparum (chez le singe hibou), des expériences similaires avaient permis de
montrer que la YC-CQ s’accumule de facon préférentielle dans les hématies parasitées par rapport
aux hématies saines. En effet, a la dose de 5 mg/kg, aprés 10 min d’incubation, 89% de la valeur
relevée aprés 20 min d’incubation est mesurée dans les hématies parasitées alors que cette valeur
n’est que de 66% dans les hématies saines, le ratio d’accumulation est donc d’environ 1,5 fois
supérieur dans les hématies parasitées. Néanmoins, lors de ces études, les auteurs avaient relevé de
grandes variations dans les différents groupes de singes étudiés, démontrant 1’incertitude des
résultats obtenus. Le traitement de cultures in vitro de P. falciparum sensibles & la CQ par de la *H-
CQ (1 nM) a permis de montrer que la chloroquine s’accumule dans la vacuole digestive du

parasite.(200, 238)

Il a été suggéré que cette accumulation dans la vacuole digestive serait due a des
phénomeénes de diffusion par pH trapping. En effet, la CQ est une base faible diprotique (pKa; =
8,1; pKa, = 10,2). Selon les modeles de bases faibles, la forme non-protonée de la CQ peut
traverser facilement les membranes de 1’érythrocyte, puis de la vacuole digestive. Le pH acide de la
vacuole digestive (pH de 5,2 — 5,6), induit une forme diprotonée de la CQ, la piégeant ainsi a
I’intérieur. Cependant, ce seul phénomene de diffusion n'est pas suffisant pour expliquer la forte
accumulation de la CQ dans le compartiment vacuolaire. En effet, un transporteur perméase
spécifique serait impliqué dans ce phénoméne(239). Un transporteur membranaire comme Pghl (P.
falciparum P-glycoprotein homologue protein 1) ou PfCRT (P. falciparum chloroquine resistance

transporter) pourrait faciliter le passage de 1' extérieur vers 1’intérieur du parasite(240).

Une autre étude a suggéré que le transporteur impliqué dans I’accumulation de la CQ, serait
un échangeur Na'/H".(241, 242) Des inhibiteurs spécifiques de ce transporteur peuvent inhiber de
maniére compétitive I’accumulation de la CQ, ce qui permet de mettre en évidence le transport de la
CQ par cet échangeur. Une autre hypothése suggeére que 1’accumulation de la CQ chez P.
falciparum serait liée a sa séquestration par interaction avec 1’héme(237) et non a une stimulation
de 1’échangeur Na'/H". En effet, des inhibiteurs de protéases spécifiques, capables de bloquer la
dégradation de I’hémoglobine et de stopper la libération d’héme, inhibent également I’accumulation

de la CQ.
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Les differentes méthodes et les nombreuses conditions expérimentales utilisées dans ces
expériences rendent les conclusions difficiles. En effet, les conditions de dosage du transport de la
CQ varient considérablement dans chacune des études (par exemple I'hématocrite, la parasitémie,
les conditions de tampon, culture synchrone ou asynchrone, etc...). D’autre part, dans la plupart des
expériences, les conditions utilisées ne sont pas représentatives du milieu physiologique puisque
I’utilisation de méthodes de radio-tracage oblige 1’ajout de variables exogénes, telles que des
tampons. En outre, la nature (**C-CQ ou *H-CQ) ou la concentration de la sonde utilisée ne
permettent pas I’obtention de résultats homogenes. Par ailleurs, la détermination de la quantité de
drogue accumulée dans la vacuole digestive reste difficile. Elle a été estimée a 10 - 50 uM selon les

conditions utilisées.(239)
11.1.5.4.1.5.1.1.2. Inhibition de la formation et de la nucléation de I’hémozoine

La formation de I’hémozoine est essentielle a la survie du parasite Plasmodium.(236) Les
amino-4-quinoléines sont capables d’inhiber la formation de ce pigment(197, 198, 200, 243),
néanmoins, le mécanisme exact de cette interaction n’est pas totalement clarifi¢.(229) De
nombreuses hypothéses ont été proposées pour tenter d’expliquer les mécanismes permettant aux

quinoléines, et plus particulierement a la CQ, d’inhiber la formation de I’hémozoine.

Deés 1960, des expériences en UV-visible avaient permis de mettre en évidence la formation
d’un complexe entre la CQ et 1’hématine (ferriprotoporphyrine IX ou FP).(244) En solution
aqueuse, 1’ajout de CQ engendre des modifications importantes sur la forme de la bande de Soret de
la FP. Néanmoins, peu de modifications d’intensité ont été observées.(236) En solution mixte(245)
(solution aqueuse de DMSO a 40% en volume) et en solution organique(246), un effet hypochrome
est observé sur la bande de Soret, ce qui correspond a une diminution du coefficient d’absorption
molaire. Les modifications observées dans ces spectres UV-visibles montrent que lors d’ajout de
CQ, la structure initiale de la FP est modifiée et a laissé sous-entendre que la CQ formerait un

complexe avec la FP, sans toutefois préciser sa structure.

Plus tard, il a été suggére que la FP serait un «récepteur spécifique » des amino-4-
quinoléines, notamment de la CQ, et qu’il serait donc a I’origine de 1’accumulation de la CQ dans la
vacuole digestive du parasite.(247) Les auteurs avaient suggéré que la CQ se lierait a I’héme libre
avec une steechiométrie 1:2 (CQ : héme).(247) Cependant, différentes études(248-250) ont montré
que la CQ se lierait de maniére non covalente a un dimére p-oxo de FP, c'est-a-dire une forme

dimérique oxydée de I'neme (FP-O-FP). La CQ et la FP formeraient un complexe «sandwich», par
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interaction m-m entre le noyau quinoléine de la CQ et les deux diméres u-oxo de la FP, en milieu
aqueux.(248) La steechiométrie de ce complexe serait donc 1:2 (CQ : complexe u-0xo). Bien que
les cristaux de ce complexe n'ont jamais été obtenus expérimentalement, il a été suggeré que le
complexe CQ-dimére inhiberait la formation de I’hémozoine en déplagant 1'équilibre de
dimérisation de la FP, réduisant ainsi la disponibilité des monomeéres FP pour l'incorporation dans le

cristal d’hémozoine.(200)

Plus tard, il a été suggéré que le noyau quinoléine de la CQ s’intercalerait directement entre
deux molécules de FP par interaction n-n(251) ou que la CQ serait capable de rompre le dimére de
FP(245) et ainsi engendrer la formation d’un complexe FP-CQ toxique, conduisant ainsi a la mort
du parasite. De plus, les amino-4-quinoléines seraient capables de se placer a la surface de
I’hémozoine cristallisée empéchant ainsi la croissance du pigment malarique.(252, 253) Les amino-
4-quinoléines influenceraient la morphologie des cristaux(253) et réduiraient ainsi leur vitesse de
croissance(252), provoquant une accumulation d’héme libre dans la vacuole digestive et in fine, a la
mort du parasite. Récemment, il a été suggéré qu’au pH de la vacuole digestive, la forme
hétérodimérique FP*(HO)/FP*(H;0) serait la principale espéce et pourrait représenter 1’espéce
intermédiaire de la formation de ’hémozoine. La CQ interagirait avec les faces de la FP qui ne

portent pas de ligand, un complexe « sandwich » serait formé par interaction n-w.(254)

De plus, il a été montré que le mécanisme d’action de la CQ ferait intervenir une interaction
de la drogue avec les faces {001} et {100} du cristal d’hémozoine.(229) Les résultats de ces
différentes études ne permettent pas de conclure réellement sur le mécanisme d’inhibition de
I’hémozoine par la CQ. Cette derniére pourrait donc se lier soit avec un monomere de la FP, soit

avec un dimere p-oxo de la FP, ou s’absorberait a la surface de I’hémozoine.

D’autre part, des études de microscopie confocale en temps réel ont permis d’obtenir des
mesures précises de la croissance de 1’hémozoine dans des parasites vivants.(255) Cette étude
réalisée chez des parasites CQ-résistants et CQ-sensibles, a permis de montrer que la sensibilité des
souches n’engendre que de trés faibles différences dans la croissance du pigment malarique. De
plus, un pic de croissance a été observe au stade anneau et au stade trophozoite, apres environ 15-30
heures. Il a ét¢ montré que la chloroquine n’inhiberait pas la croissance initiale des cristaux, pour la
période allant de 15 a 22 heures, durant laquelle plus de la moiti¢ des cristaux d’hémozoine ont été
formés. Apres cette période, une diminution dans la quantité d’hémozoine produite a été relevée. La

CQ agirait sur la croissance de 1’hémozoine et non sur la nucléation.
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11.1.5.4.1.5.1.1.3. Mécanismes de résistance

La résistance d’un médicament antipaludique a été définie comme étant « la capacité d’une
souche de parasite a survivre et/ou a se développer, en dépit de I’administration et 1’absorption d’un
médicament, a dose égale ou supérieure de la dose habituellement recommandée mais en restant
dans les limites de tolérance du patient ».(256, 257) Cependant, notons qu’un échec thérapeutique
peut étre dd a une mauvaise observance du patient ou a une mauvaise absorption du principe actif,
c’est pourquoi les cas de résistance ne seront déclarés qu’apres un dosage du principe actif dans le

plasma.

En 1957, les premiers cas de résistance a la CQ ont été signalés en Colombie et en
Thailande.(258, 259) Aujourd'hui, ce probleme touche le monde entier (Figure 20). Les parasites
CQ-résistants accumuleraient moins de CQ dans leur vacuole digestive que les souches CQ-

sensibles, ¢’est cette diminution marquée qui sert de base a la résistance a la CQ.(260-262)

Depuis 1969 jusqu’a aujourd’hui, la quantification de la CQ dans les hématies parasitées et
dans la vacuole digestive du parasite, a fait I’objet de nombreux travaux, non seulement pour
connaitre le mécanisme d’action de la CQ mais pour tenter également de comprendre les
mécanismes de résistance du parasite. Fitch a été un précurseur dans ce domaine en utilisant des
molécules de CQ marquées au carbone 14, avec un temps d’incubation de deux heures.(260) Selon
cette étude la CQ s’accumule 600 fois plus dans les hématies parasitées par une souche CQ-sensible
de P. berghei que dans le milieu de culture, 100 fois plus dans les hématies parasitées par une
souche CQ-résistante de P. berghei que dans le milieu de culture, et 14 fois plus dans les hématies
saines par rapport au milieu de culture. Ces expériences ont été effectuées a une concentration de
CQ de départ de 10 nM. Krogstad et coll.(238) ont montré une diminution de la rétention de la CQ
(concentration comprise entre 0,1 et 1 nM) dans des parasites CQ-résistants de P. falciparum. Cette
diminution de rétention a été expliquée par une augmentation de I’efflux de CQ a I’extérieur du
parasite et a 6té exprimée en pourcentage de la quantité de CQ tritiée ([*H]CQ) restante par rapport
a la [*H]CQ initiale, en fonction du temps. L’efflux a été estimé a 40-50 fois plus rapide chez les
clones CQ-résistants. Cependant, aucune quantification molaire précise de ce transport, c'est-a-dire
le nombre de moles libres de CQ par parasite en fonction du temps, n’a pu étre déterminée dans ces
expériences. D’autres études ont ensuite été menées afin de comprendre les mécanismes impliqués

dans I’efflux de la CQ et tenter de quantifier ce phénomene.(263-266) La plupart de ces études ont
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été effectuées grace a ’utilisation de médicaments tritiés, soit sur la totalité¢ de la cellule (hématie
parasitée entiére), soit sur des parasites extraits. Afin de séparer les cellules marquées du
surnageant, différentes approches de filtrations et centrifugations ont été effectuées. Les différents
protocoles expérimentaux utilisés ont généré une grande variété de données dont aucune n’a permis
de retrouver les résultats de 1987 dans lesquels I’efflux était estimé de 40 a 50 plus rapide chez les
clones CQ-résistants par rapport aux clones CQ-sensibles.(238) Toutefois, un consensus a été
trouvé. Une culture d’hématies parasitées par une souche CQ-résistante mise en contact par une
dose de CQ (1-50 nM) accumulerait deux fois moins de CQ qu’une souche CQ-sensible traitée dans
les mémes conditions.(267) Dans certaines études, la concentration de CQ accumulée dans les
érythrocytes sains a été soustraite a celle déterminée dans les érythrocytes infectés. Selon les
méthodes utilisées, I’accumulation de CQ dans les souches CQ-sensibles par rapport aux souches
CQ-résistantes serait de cent a mille fois plus importante.(265) Néanmoins, ces résultats sont a
contraster avec le fait que de nombreuses approximations de modélisations mathématiques ont été
réalisées.(265, 266) La plupart des résultats décrits sont en accord avec une accumulation de deux a
dix fois plus importante pour les souches CQ-sensibles.(263-267) 1l faut néanmoins rester prudent
car les études realisées font intervenir des molécules radioactives dont la Clsy n’a jamais pu étre
établie du fait des difficultés de mise en ceuvre des expériences. De plus, les expériences, faisant
intervenir des vacuoles digestives purifiées(261), ne permettent pas de rendre compte des
mécanismes in vitro ou in vivo réels puisque la vacuole digestive est ainsi privée de tout contact
avec le parasite et avec I’érythrocyte infecté. Or, les échanges entre ces différents compartiments
sont importants pour le développement du parasite, il est donc risqué de s’affranchir de ces

phénomenes.

La sensibilité in vitro des parasites CQ-résistants peut étre partiellement restaurée par toute
une gamme de bases faibles incluant les inhibiteurs de canaux calciques tels que le vérapamil
(Figure 19).(238) Cette inversion de résistance est caractérisée par une augmentation de

I’accumulation de la CQ et une diminution de la Clsp de la CQ chez les parasites résistants.
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Figure 19 : Vérapamil
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B pays avec au moins une étude indiquant un taux de défaillance & la CQ > 10%
Pac de dannées rérentes

Figure 20 : Distribution des CQ-résistances chez P. falciparum.(268)
Pfcrt

Wellems et coll.(269) ont analysé les descendants haploides issus d’un croisement génétique
entre une souche CQ-résistante (Dd2) et une souche CQ-sensible (HB3) de P. falciparum. La
comparaison séquentielle des alleles de pfcrt des deux souches a permis de montrer que la
résistance a la CQ peut étre associée a une région d’environ 36 kB située sur le chromosome 7.
(269) L’étude de ce segment a révélé la présence du gene pfcrt (P. falciparum chloroquine
resistance transporter)(259, 262) comportant 13 exons et codant pour une protéine

transmembranaire (Figure 21) localisée dans la vacuole digestive.(270)
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Figure 21 : Représentation schématique de Pfcrt(267)

Le rble des mutations de cette protéine dans la résistance a la CQ a été rapidement confirmé
sur des isolats de terrain.(271, 272) Pfcrt contiendrait dix domaines transmembranaires, orientés
dans la membrane de la vacuole digestive du parasite et pour lesquels les azotes et les carbones
terminaux s’étendraient vers le cytoplasme.(273) Pfcrt est considérée comme un membre de la
famille des transporteurs de métabolites et de médicaments (DMT).(273-276) Certains auteurs

discutent de la nature du transporteur de la protéine.(277, 278)

La comparaison de différentes souches de P. falciparum CQ-résistantes a permis de montrer
que I’haplotype de pfcrt est différent pour chacune des souches. Pfcrt peut contenir entre 4 et 10
mutations selon les souches, avec un total de 32 résidus polymorphiques identifiés a ce jour. (279)
Cependant, une mutation a été detectée dans presque toutes les souches CQ-résistantes
étudiées.(280) Il s’agit de la substitution d’une lysine en position 76 par une thréonine (mutation
K76T). Une seule exception a été relevée et concerne la substitution d’une lysine en position 76 par
une alanine (mutation K76A).(281) Il a été suggeéré que le changement de la lysine chargée par une
thréonine neutre affecterait I'interaction électrostatique avec la chloroquine diprotonée.(262) Dans
le mutant, I'absence d'interaction électrostatique permettrait a la chloroquine de traverser le canal.
Cela se traduit par I'efflux de la drogue hors de la vacuole digestive.(262) De plus, il a été montré
que I’inversion de cette mutation, peut restaurer la sensibilité de la souche CQ-résistante.(280) Les
causes impliquées dans la variation du nombre ou de la nature des mutations accompagnant K76T

restent incertaines. Néanmoins, il est intéressant de noter que la plupart des mutations observées sur
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Pfcrt sont situées sur la partie vacuolaire de la protéine et que la mutation K76T entraine la perte

d'une charge positive du site de liaison a la protéine du substrat suppose.(273)

Les mécanismes impliqués dans la diminution de I’accumulation de la CQ dans la vacuole
digestive, ont fait I’objet de nombreux débats.(282, 283) Cependant, de nombreuses données
indiquent que les souches CQ-résistantes ont la capacité d’expulser la CQ en dehors de la vacuole
digestive. Il a été montré que la protéine Pfcrt des souches CQ-résistantes pouvait étre impliquée
dans le transport de CQ radiomarquée dans le parasite. (278, 284, 285) La preuve évidente du
transport de la CQ par Pfcrt(286) a été rapportée, en utilisant un systéme d’expression hétérologue :
I’expression de Pfcrt d’une souche de P. falciparum CQ-résistante, sur la membrane endosomale de
Dictyostelium discoideum (amibe) a engendré une diminution de I’accumulation de la CQ dans
I’amibe. Néanmoins, comme dans le cas des souches de paludisme CQ-résistantes, 1’ajout de
vérapamil restaure la sensibilité et empéche I’efflux de la CQ. Une démonstration directe du
transport de la CQ via Pfcrt a été réalisée grace a un systéme d’expression utilisant des oocystes de
Xenopus laevis.(287) Dans cette étude, deux formes de Pfert, I'une d’une souche de P. falciparum
sauvage et I’autre d’une souche résistante (Dd2) a la CQ, ont été exprimées dans la membrane
plasmatique des oocystes. L’expression fonctionnelle de Pfcrt a la surface des oocystes permet
d’étudier en détail les propriétés de transport de la protéine. La forme issue de la souche résistante
peut transporter la CQ alors que celle issue de la souche sauvage, n’en est pas capable. Le transport
de la CQ est inhibé par action du vérapamil. Une des principales conclusions a donc été de
démontrer que la mutation K76T est nécessaire mais non suffisante au transport de la CQ par Pfcrt,
et que plusieurs autres mutations pourraient agir de concert avec K76T pour conférer la résistance
aux parasites. En plus de I’inhibition par le vérapamil, le transport de la CQ par Pfcrt peut
également étre inhibé par d’autres molécules antipaludiques, telles que la quinine, I’amodiaquine, la
primaquine et la méfloquine mais aussi par I’amantadine, un agent antiviral qui a montré une
activité antipaludique, notamment sur les souches CQ-résistantes.(288) En revanche, 1’artémisinine
n’a pas d’effet.(279)

Il avait été suggéré que le pH de la vacuole digestive était plus acide chez les clones CQ-
résistants que chez les clones CQ-sensibles.(289) Cette acidification avait été présentée comme un
¢lément de la résistance a la CQ, puisqu’elle empécherait 1’interaction de la CQ avec 1’heme libre
présente dans la vacuole, qui est moins soluble a des pH plus acide.(290) Cependant, une autre
¢tude a permis de montrer qu’il n’existait pas de différence d’acidité dans le compartiment

vacuolaire entres les différents clones, réfutant ainsi cette conclusion.(291) D’autre part, une
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différence de volume de la vacuole digestive a été établie entres les clones CQ-sensibles et CQ-
résistants, suggérant des modifications importantes du trafic des osmolytes (ions, solutés chargés...)
qui pourraient entrainer des modifications de perméabilité de la membrane de la vacuole digestive
vis-a-vis de ces especes.(255) Tres récemment, 1’influence du potentiel électrique de la membrane
de la vacuole digestive sur le transport de la CQ a été étudiée chez des levures Saccharomyces
cerevisiae exprimant Pfcrt ou Pvcrt.(267) Cette étude a permis de montrer qu’une augmentation du
transport de CQ est corrélée a une augmentation du potentiel électrique chez les souches CQ-
résistantes mais pas chez les souches CQ-sensibles. Ces résultats suggerent que 1’augmentation de
I’efflux de la CQ en dehors de la vacuole digestive des clones CQ-résistants peut étre due a des
modifications du potentiel électrique de la membrane vacuolaire, et que la CQ serait donc

transportée sous ses formes chargées (protonée et diprotonée).(279)

De plus, il a été suggeré que Pfcrt se comporterait comme un transporteur plutdt que comme
un canal ; le transport de la CQ médié par Pfcrt serait saturable, tres dépendant de la température et
son inhibition par différentes molécules serait dépendante de la concentration.(283) La saturabilité
de la CQ représente un point important puisque l'addition de 100 nM de CQ dans le milieu
extracellulaire engendrerait une concentration de CQ de ’ordre de 2 mM dans la vacuole digestive
de parasites CQ-sensibles et entre 200 et 500 uM dans la vacuole digestive de parasites CQ-
résistants. Le mécanisme de résistance a la CQ pourrait étre résolu en augmentant la dose de CQ, et
de ce fait le niveau de CQ dans la vacuole digestive, de telle sorte que Pfcrt ne serait plus capable

de maintenir la drogue a un niveau sub-Iétal.

Les tentatives, visant a générer des lignées viables de parasite dans lesquelles Pfcrt aurait été
supprimée (knock-out), se sont révélées infructueuses, suggérant que Pfcrt serait essentielle a la vie
du parasite.(280, 292) En effet, il a été suggéré que certaines des mutations qui accompagnent K76T
pourraient servir a maintenir le réle physiologique de la protéine.(293, 294) A ce jour, la seule
fonction connue pour les transporteurs de metabolites de la vacuole digestive est l'efflux des
peptides ou des acides amines (produit par la digestion de I'hnémoglobine), il a donc été proposé que
Pfcrt fonctionnerait comme un exportateur d’acide aminées ou de peptides.(293) De plus, un certain
nombre de peptides, dont plusieurs découlent de 1'hémoglobine humaine, permettrait d’inhiber le
transport de la CQ via Pfcrt. De plus, il a été montré que Pfcrt d’une souche CQ-résistance serait
capable de transporter un peptide radiomarqué.(287) Toutefois, le méme peptide ne serait pas
transporté par Pfcrt d’une souche CQ-sensible, il reste donc difficile de définir si I'interaction des
peptides avec Pfcrt de la souche résistante, serait possible grace a sa ressemblance avec le substrat
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endogene ou a sa similarité structurale avec le vérapamil et les médicaments quinoléiques.(287,
295)

Autres protéines impliquées dans la résistance a la CQ

Les premiéres études sur les résistances a la CQ ont montré qu’un efflux accéléré serait
diminué ou inhibé par des inhibiteurs calciques, tel que le vérapamil (voir plus haut, Figure 19). Il a
été suggéré que cet efflux impliquerait des glycoprotéines ATP-dépendantes similaires a celles

présentes dans des lignées cellulaires tumorales de mammiferes multi-résistantes (MDR).

C’est pourquoi, les recherches se sont orientées vers la découverte d’un transporteur
spécifique de la CQ, analogue aux protéines de transport (mdr : multidrug resistance).(239) Deux
genes mdr-like ont été identifiés(296, 297), dont I’'un d’eux, pfmdrl (P. falciparum multi-drug
resisance 1) a été proposé comme géne responsable de la résistance du parasite a la CQ.(296, 298)
Le géne Pfmdrl code pour la protéine PfPghl (P. falciparum P-glycoprotein homologue protein 1),
dont les mutations, en particulier la mutation N86Y/, ont été associées a une baisse de la sensibilité a
la CQ.(299) Néanmoins, il a été montré que pfmdrl ne peut pas étre la cause principale de la
résistance a la CQ. En effet, une surexpression de ce geéne n’est pas forcément corrélée a
I’apparition de résistance a la CQ.(300, 301) De plus, il a été montré que ’efflux accéléré de la
molécule a I'extérieur du parasite serait indépendant du phénotype et du nombre de copies de géne
de pfmdrl.(302) Enfin, pfmdrl engendre un effet modulateur dans I'induction des résistances, mais
un second géne serait nécessaire pour conférer un haut niveau de résistance a la CQ.(303) Ce géne
serait également impliqué, probablement en association avec d'autres facteurs génétiques(304), dans
la modulation de sensibilit¢ a d’autres antipaludiques (méfloquine, halofantrine, quinine ou

artémisinine).(303, 305-307)

Des études récentes, utilisant la transfection d'ovocyte Xenopus Leavis, fournissent une
preuve directe du transport des antipaludéens par PfPghl, produit du géne pfmdr1(308), conduisant

a une nouvelle interprétation de la relation entre PfPgh1l et le transport de la CQ(309).

Dautre travaux ont associé la résistance a la CQ a pfcg2 (P. falciparum candidate gene
2)(310, 311). Ce géne, présent sur le chromosome 7, code pour la protéine Cg2 présente dans la
vacuole digestive et dans la vacuole parasitophore. Cg2 serait impliquée dans les mécanismes de

transport. Des études épidémiologiques et des expériences de transfection montrent que Pfcg2
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n’interviendrait pas dans les mécanismes de résistance(240). De plus, le polymorphisme de Cg2

(candidate gene 2) a été trouvé dans des souches sensibles a la CQ, écartant cette hypothese.(312)

Les mutations d’un autre transporteur de type ABC (ATP-binding cassette) seraient
impliquées dans la résistance a la CQ, la protéine Pfmrpl (P. falciparum multi-drug resistance
associated protein 1). Bien que la relation entre Pfmrp1 et la résistance a la CQ n’ait pas été établie
dans les isolats de terrain, des expériences de knock-down, c'est-a-dire d’inactivation de Pfmrpl,
ont montré que cette protéine jouerait un role dans les mécanismes de résistance a la CQ. Par
rapport a la souche CQ-résistante native de W2, les parasites exprimant moins Pfmprl
accumuleraient plus de CQ et afficheraient une sensibilité accrue a la drogue. (313) Pfmrpl serait
située sur la membrane plasmatique du parasite. Ceci suggérerait que la CQ serait exportée par la
protéine en dehors de la vacuole digestive, réduisant ainsi sa concentration dans le parasite. (313) Il
faut noter que la souche W2 utilisée dans cette étude, dérive de la souche Dd2 qui contiendrait des
mutations de pfmprl liées a la résistance a la CQ (Y191H et A437S).(314) Par conséquent, il reste a
déterminer si ces mutations permettent a pfmrpl de modifier I'accumulation de la CQ dans la

vacuole digestive, ou s'il s'agit d'une capacité inhérente de la protéine de type sauvage.
11.1.5.4.1.5.2. La ferroquine

11.L1.5.4.1.5.2.1. Le ferrocéne

En 1951, Pauson et Kealy synthétiserent le ferrocéne (Fc, Figure 22) pour la premiére
fois.(315) En 1952, la structure du Fc a été résolu simultanément par les groupes de Woodward et
Wilkinson(316). 1l s’agit d’un complexe « sandwich » organométallique dans lequel un atome fer, a

I’état d’oxydation 2°, est positionné entre deux cycles cyclopentadiényles plans.

Figure 22 : Structure du ferrocéne(317)

Le Fc est un complexe solide orange diamagnétique, soluble dans les solvants organiques

mais pas dans I’eau. Contrairement a ce que 1’on pourrait penser, au vu de sa structure, le Fc est tres
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stable dans les environnements non-oxydants. Cette molécule est lipophile et facilement
fonctionnalisable. Sa relative faible toxicité (1320 mg/kg par voie orale et 500 mg/kg par voie
intrapéritonéale chez le rat) en fait un composé intéressant dans le développement de molécules
médicinales.(318)

Le Fc a été utilisé dans le remplacement de groupements fonctionnels dans des médicaments
existants. Néanmoins, les résultats sont contrastés. En effet, dans certaines molécules comme les
amphétamines(319), I’activité de la molécule initiale a été complétement perdue. Cependant, le
spectre thérapeutique d’autres molécules, comme la pénicilline(320, 321), a été amélioré grace a
I'introduction du Fc. En effet, une diminution de la toxicité et une augmentation de 1’activité
antibactérienne sur des souches résistantes a la pénicilline de Staphylococcus aureus ont été

observées.

Les propriétés anticancéreuses de dérives ferrocéniques ont éte étudiées des la fin des années
70. Brynes et coll. ont reporté ’activité anticancéreuse sur des lymphocytes leucémiques P-388, de
composés ferrocéniques portant un groupement amine ou amide.(322) L’utilisation du Fc dans le
développement de composes anticancéreux a néanmoins connu son essor apres la publication des
travaux de Kopf et Kopf-Maier en 1984.(323) Depuis cette étude, de nombreuses molécules
ferrocéniques ont été synthétisées et testées pour leurs propriétés anticancéreuses. L’un des
exemples les plus étudiés est celui des ferrocifénes (Figure 23). En 1996, Jaouen et coll.(324) ont
modifié la structure du 4-hydroxytamoxiféne (Figure 23) par un Fc, le métabolite actif du
tamoxiféne (Figure 23) (un modulateur sélectif des récepteurs aux cestrogénes utilisé contre le

cancer du sein de type hormonodépendant), en remplacant le groupement phényle par un Fc.

OH OH

o S @ -
H5;C H5;C
w Q XS, ~
o) Fe
(0]

CH,3
Ly —_ Gt > 0- n
CH N N=CHs
° CHs avecn=2-5,8 H3C
Tamoxifene Hydroxytamoxyfene Hydroxyferrocifénes

Figure 23 : Structures chimiques du tamoxiféne, de I’hydroxytamoxiféne et des

I’hydroxyferrocifenes
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Les ferrocifenes (variations de la chaine portant le groupement diméthylamino, n=2-5,8) ont
été élaborés pour combiner les propriétés anti-oestrogéniques de la molécule de départ avec ’effet
potentiellement cytotoxique du Fc. L’activité antiproliférative des ferrocifénes a tout d'abord été
évaluée sur deux lignées de cellules cancéreuses : MCF-7 (cancer du sein hormonodépendant) et
MDA-MB-231 (cancer du sein non-hormonodépendant). Sur les lignées MCF-7, I’effet
antiprolifératif des ferrocifénes seraient principalement anti-oestrogénique puisque son activité est
similaire a celle de I’hydroxytamoxiféne. En revanche, sur les lignées MDA-MB-231, les
ferrocifenes ont révelé une Clsp basse (de I’ordre de 5 pM) alors que I’hydroxytamoxiféne est
complétement inactif. Le mécanisme d’action des ferrocifénes n'est pas enti¢rement élucidé. Le
stress oxydatif cellulaire cause par les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) produites par réaction
de type fenton, serait responsable de la cytotoxicité de ces dérivés in vitro.(325-327) De la méme
maniere, des dérivés férrocéniques solubles dans I'eau pourrait infliger des dommages oxydatifs in
vivo grace a I'équilibre rédox existant entre le ferrocene et le ferrocénium.(328) L'étape d'oxydation
préliminaire, bien que le milieu cellulaire de la tumeur (hypoxie) soit réducteur, pourrait se produire
dans les compartiments lysosomales, connus comme lieu d’accumulation des dérivés
ferrocéniques.(329) Plus récemment, Jaouen et coll. ont étudié I’influence du pH de la solution et
du potentiel redox de Fe'/Fe"" sur les propriétés cytotoxiques de ces molécules.(330) Une voie plus
complexe a donc été proposée : lors de lI'oxydation du groupement ferrocénique, la charge positive
créée est ensuite partiellement délocalisée sur le groupement hydroxyle en para au travers du
systeme conjugué m, rendant ainsi le proton acide et accessible a une base. L'élimination de ce
proton phénolique conduit a la formation d'une quinone méthide, une espece électrophile capable de
réagir avec des sous-unités telles que I'ADN, le glutathion ou les protéines.(331) Cette voie serait a

I’origine de I’effet antiprolifératif des hydroxyferrocifenes.

Le Fc aurait donc un réle non négligeable sur 1’activité des ferrocifénes. Dans le milieu de
années 1990, ces résultats prometteurs ont amené les chimistes médicinaux a s’intéresser aux
métallocénes dans la recherche antipaludique. En effet, I’action des ferrocifénes sur les cancers non
hormonodépendants montre que les propriétés intrinseques des hydroxytamoxifenes sont modifiées
par le remplacement du benzéne par un Fc. Le parasite du paludisme ayant développé des
résistances a de nombreuses molécules antipaludiques, les chercheurs ont tenté de développer de
nouvelles générations de medicaments antipaludiques afin de supprimer ces phénomeénes de
résistances. Un paralléle a pu étre fait entre la stratégie appliquée aux hydroxyferrocifénes et les
résistances du parasite P. falciparum envers les molécules antipaludiques. En effet, comme dans le

cas du tamoxiféne, le Fc a donc été introduit dans la structure de la CQ afin d’essayer de modifier

63

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Faustine Dubar, Lille 1, 2012
Chapitre | Introduction bibliographique

les propriétés physicochimiques et d’améliorer 1’activité antipaludique de la molécule, notamment
sur les souches CQ-résistantes. Parmi plus de cent molécules synthétisées et testées(332, 333), la
ferroquine (SSR97193) s’est trés vite imposée comme le « candidat médicament » idéal. Elle est
actuellement developpée par Sanofi et est entrée en phase Il des essais cliniques en Septembre
2007.(141)

11.1.5.4.1.5.2.2. Propriétés pharmacologiques et résistance

L'embryotoxicité et la mutagénicité de la FQ se sont révélées négatives sur le test-Xenopus
de tératogenese des embryons de grenouilles (FETAX).(334) La FQ et ses énantiomeéres, solubilisés
dans des solutions aqueuses, ont révélé des résultats négatifs au test d’/Ames.(335) De plus, la FQ a
répondu négativement dans le test des micronoyaux in vitro et in vivo. Fait intéressant, des

expériences similaires ont montré que la CQ est faiblement mutagene et génotoxique.(336)

L’activité antipaludique in vitro de la FQ a été évaluée sur différentes souches de P.
falciparum (Tableau 3). Les premiers résultats indiquent que la FQ présente des activités similaires
a la CQ sur les souches CQ-sensibles, supérieures d’un facteur 5 sur les souches semi-résistantes a
la CQ et nettement supérieures (facteur 22) sur les souches hautement résistantes a la CQ.(337-339)
Ces résultats ont été confirmés par d’autres laboratoires qui ont testé la FQ sur d'autres clones de P.

falciparum.(340, 341)
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I1Cs50 (M)

Clones Origine

FQ CQ
3D7 Sierra Léone 3,4 21
W2 Indochine 7,6 485
D6 Afrique 5,6 23
FCM29 Cameroun 6,8 517
FCR3 Gambie 18 477
HB3 Honduras 13,4 18
106/1 Soudan 3,4 27
IMT Bres Brésil 3,3 398
IMT 8425 Senégal 1,9 29
IMT 10336  Comores 8,6 18
IMT K14 Cambodge 7,8 597
IMT K2 Cambodge 2,2 531
IMT K4 Cambodge 2,1 309
IMT L1 Niger 4,5 274
IMT Vol Djibouti 7,3 262

Tableau 3 : Activités antipaludiques in vitro de la FQ et de la CQ(342)

Un modéle murin a ensuite été utilisé pour évaluer 1’activité schizonticide in vivo. La FQ a
été administrée, en sous-cutanée, a des souris infectées par P. berghei, selon le test de Peters de 4
jours.(343) Ces tests ont permis de montrer que le candidat médicament possede des valeurs de Clsg
et de Clgp, respectivement, de 1,22 et 1,95 mg / kg / jour, contre 1,39 et 2,7 mg / kg / jour pour la
CQ pour un traitement de 4 jours.(337, 338) Des tests supplémentaires ont éte effectués pour
comparer I’action curative de la FQ par rapport a celle de la CQ. Le test d'efficacité curative a été
réalisé comme suit : au lieu de déterminer la parasitémie au jour n°4, les souris survivantes sont
surveillées durant 2 mois apres la fin du traitement, avec des contrbles réguliers pour Vérifier si la
mortalité est liée a l'infection parasitaire.(337, 344) Les expériences ont montré que la CQ est
curative a la dose de 50 mg / kg / jour durant 4 jours. Dans les mémes conditions, la FQ est curative

a une dose de 8,4 mg / kg / jour durant 4 jours.

Dans des conditions proches sur la souche P. yoelii, la CQ n’a pas révélé d’effet curatif a

une dose de 60 mg / kg / jour. De fagon intéressante, un traitement a 10 mg / kg / jour de FQ (sous
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la forme FQ ditartrate, Figure 24) a permis de guérir 14/30 souris. Un effet curatif total (100% de

réussite) a été observé pour des doses de 15 mg/ kg / jour et 20 mg / kg / jour.

Figure 24 : FQ ditartrate(338)

Dans toutes ces expériences, les derniers parasites survivants ont été observés dans des
globules rouges immatures (réticulocytes). L'affinité de certaines souches de P. berghei et de P.
yoelii pour les globules rouges immatures est bien connue.(86) Pour contourner ce probleme, une
souche de P. vinckei vinckei, qui n'envahie pas les globules rouges immatures, a été
sélectionnée.(337) Dans ces conditions, la FQ est curative a la dose de 8,4 mg / kg / jour sur des
souris infectées par des souches CQ-sensibles de P. vinckei vinckei, mais également sur des souches
CQ-résistantes. Dans les mémes conditions, la CQ est curative a la dose de 31 mg / kg / jour sur les
souches CQ-sensibles. Sur des souches CQ-résistantes, la CQ n'est pas curative a la dose de 58,9
mg / kg / jour. De plus, la FQ est également active par voie orale.(337, 344)

D’autre part, la FQ a été ¢galement testée sur des isolats de terrain de P. falciparum au
Gabon(345-347), au Sénégal(348), au Cambodge(349-351), a la frontiere birmane en
Thailande(352) et au Kenya(353). Les résultats de ces différentes études ont permis de confirmer
I'efficacité de la FQ sur le parasite, quel que soit son niveau de résistance a la CQ ou a d'autres
antipaludiques,(332) tels que I’halofantrine, la méfloquine, la quinine et des dérivés d'artémisinine.
Les variations phénotypiques du géne pfcrt, supposées responsables de la résistance a la CQ, ne
seraient pas corrélées avec la sensibilité de la FQ a P. falciparum. Ceci a d’ailleurs été démontré au
niveau moléculaire sur des isolats du Cambodge.(354) De plus, les Clso de la FQ et de la CQ ont été
mesurées sur pres de 146 clones de P. falciparum provenant du Kenya. L’étude des résultats de
cette étude a permis de montrer que la mutation K76T du géne pfcrt influence modestement
I’activité de la FQ alors que dans le cas de la CQ, cette mutation engendre une nette chute
d’activité. Ces résultats démontrent que la FQ pourrait étre indiquée dans le traitement du
paludisme a P. falciparum.(353) D'autre part, la FQ a été testée sur une quinzaine de souches

génotypées pour le polymorphisme des genes impliqués dans la résistance aux quinoléines, tels que
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Pfcrt, Pfmdrl, Pfmrp, et Pfnhe-1. Les résultats de ces études suggérent qu’il n’existe pas de
résistance croisée entre la FQ et les autres quinoléines.(355) De plus, I’activité de la FQ a été
évaluée ex vivo sur des souches multi-résistantes de P. falciparum et P. vivax. Cette étude a permis
de montrer que la FQ est plus sensible que la CQ et qu’il existerait une sensibilité croisée entre la

FQ et les autres aminoquinoléines.(356)

Des tentatives d’induction de résistance a la FQ ont ét¢ expérimentées sur différentes
especes de Plasmodium. Tous les essais effectués sur P. falciparum in vitro ont échoué. Les
parasites mis sous pression de FQ (60 mg/kg/jours) durant 23 semaines, ont été incapables de se
développer, méme apres avoir supprimé le composeé du milieu.(354) In vivo, sur P. yoelii, les
expeériences ont abouti a un phénotype multirésistant (CQ, méfloquine et FQ) avec un tres faible
pouvoir pathogene. La souche n'a pu se développer que dans les érythrocytes immatures avec une
parasitémie maximum d'environ 2%. Les souris infectées ont été guéries en absence de médicament.
De plus, la résistance a la FQ ne serait pas fixée génétiqguement puisque la résistance a la FQ a été
rapidement perdue dés I’arrét de la pression médicamenteuse (4-5 passages) ou apres congeélation.
Dans ces deux mémes conditions, la résistance a la chloroquine a été conservée. D’autre part,
I’étude du génome de cette souche a permis de montrer que le gene pymdrl (orthologue de pfmdrl)
ne présente pas les mutations : 86, 1034, 1042, et 1246 et que le gene pycrt (orthologue de pfcrt) ne
présente pas la mutation K76T, qui sont des mutations impliquées dans la résistance a la CQ.(332)
En résumé, les études pharmacologiques ont montré que la FQ est tres active sur toutes les souches
de P. falciparum, notamment sur les souches résistantes aux antipaludiques actuellement utilisés. La
sensibilité a la FQ ne dépendrait pas des phénotypes impliqués dans la résistance aux autres

quinoléines.

Les expériences pour induire une résistance in vitro ou in vivo montrent clairement que les
colts de mise en place de la résistance a la FQ sont trés élevés pour le parasite. Néanmoins, il faut
garder a l'esprit que la résistance ou la diminution de sensibilite existe pour la plupart des
antipaludiques actuels. Le risque d'apparition de cette résistance augmenterait si la FQ était utilisee
a grande échelle. Une fagon de réduire ou de surmonter le risque est d'utiliser la FQ en association.
La FQ a d’ailleurs ét¢é testée en association avec I’artésunate, dans le cadre de la phase IIb des essais

cliniques.(141) D’autres associations seront certainement testées prochainement.(357)

Au cours de la phase 1, 173 sujets (ou patients) males ont été répartis dans deux essais
réalisés sur des sujets caucasiens sains, quatre essais conduits chez des patients africains infectés

par P. falciparum mais ne présentant pas de symptome, et une phase Ila conduite pour évaluer
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I’efficacité et les risques liés a un traitement avec des doses croissantes de FQ. L’étude de phase Ila
incluait des patients africains adultes infectés par P. falciparum et avec une parasitémie comprise
entre 100 et 200000 parasites/uL de sang). Les résultats du profil pharmacologique de la FQ seront
détaillés plus loin.(358)

La phase Ilb a été réalisée sur un groupe de 440 patients issus de sept pays africains
différents. Cette étude a été effectuée afin d’évaluer les risques et I’efficacité de la FQ seule ou en
association avec I’artésunate a trois niveaux de dosage différents, chez des patients infectés par P.
falciparum. La premiére et la derniére cohorte ont été réalisées sur des adultes, des adolescents et

des enfants de plus de 20 kg.(357) Cette phase a été stoppée pour des raisons stratégiques.(141)

11.1.5.4.1.5.2.3. Chimie de la FQ

La synthese de la FQ est relativement simple, rapide et économique puisqu’elle ne compte
que quatre étapes (Figure 25). La FQ est obtenue a partir de la N,N-
diméthyl(ferrocénylméthyl)amine qui est commerciale. L'aldéhyde ferrocénique provient d’une
séquence en deux étapes impliquant d'abord une métallation avec le tert-butyllithium puis une
réaction avec de le diméthylformamide.(359) L'aldéhyde est ensuite converti en oxime, qui est
ensuite réduite en amine primaire. La réaction de substitution nucléophile aromatique entre I'amine

et la 4,7-dichloroquinoléine permet d'obtenir la FQ.(338)

_CH w _CH
>/\N 3 OHC. A~ N,CH3 HOvNHC. A~ N,CH3 HZNE\N CHj3

| | |
Fe  CHa1)tBuLi Et, Fe  CHsNH,OH,HCI Fe CHs  LiaH Fe
N 2)DMF, E,O™ (2D NaOH, H,0, EtOH (2> THF

+ NMP
4,7-dichloroquinoléine
HN/@\N/CHs
ool S

cl N7

Figure 25 : Schéma de synthese de la FQ

Tres récemment, la société Sanofi a développé une méthode de synthése alternative (Figure
26) dans laquelle 1’aldéhyde ferrocénique est condensé avec la 4-amino-7-chloroquinoléine par
amination réductrice convergente. Cette nouvelle voie de synthése permet de s’affranchir de

I’utilisation de I’hydroxylamine qui peut étre instable et explosive et de LiAlH4 qui est
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inflammable. D’autre part, la réduction du nombre d’étape permet de diminuer le cofit de revient du

médicament.(360)

N-CHe OHC _CHy
d V" 1) MTBE, t-BuLi @'}‘

Fe CH; dans I'heptane o CHg
2) DMF

3)HC| cond y N&@\N,CFB H\NB\N/CF%
ondensation Réduction
e N Fe CH3 e X Fe CHj3
cl N” - cl Nig -
cl NH,
m NH; dans MeOH m
~ ~
Cl N Cl N

Figure 26 : Nouvelle voie de synthese de la FQ (les conditions expérimentales de la condensation et

de la réduction sont détaillées dans le brevet)(360)

La structure de la FQ comporte un groupement ferrocénique disubstitué en positions 1 et 2,

la FQ présente donc une chiralité plane (Figure 27).

HyC .\ -CHs HaC~p-CHs
Fe Fe = |
=
Cl N Cl
(1'S)-FQ (1'R)-FQ

Figure 27 : Structure des deux énantiomeres de la FQ(361)

Les énantioméres d’une méme molécule peuvent induire des réponses differentes dans
I’organisme. L'activit¢ du mélange racémique peut étre due a I'un des énantiomeres, 1’autre
pouvant étre inactif ou toxique. De plus, les énantioméres peuvent présenter des différences dans
leurs propriétés pharmacocinétiques.(362, 363) Ces différences peuvent représenter un obstacle

pour le développement de médicaments. Une méthode de séparation des deux énantiomeéres de la
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FQ a donc été mise au point; cette approche comporte une étape de résolution cinétique

biocatalytique réalisée a I’aide de la lipase Candida rugosa.(344)

L'activité antipaludique, in vitro et in vivo, des deux énantioméres purs a été comparée avec
celle du racemique.(344) In vitro, les deux énantiomeéres de la FQ et le racémique se sont avéres
aussi actifs contre les souches CQ-sensible (HB3) et CQ-résistante (Dd2) de P. falciparum. In vivo,
les deux énantiomeéres ont présenté une activité légérement inférieure a celle du racémique, contre
des souches CQ-sensibles et CQ-resistantes de P. vinckei vinckei. Ceci suggere que les deux
énantiomeres présentent soit un effet additif, soit un effet synergique. En outre, I’énantiomere (1'R)-
FQ est légerement plus actif chez la souris que I’isomere (1'S)-FQ, ce qui suggere qu'il y a des
différences mineures de proprietés pharmacocinétiques entre les deux énantiomeres. Lors des
phases I et II d’essai clinique, les tests effectués sur le mélange racémique n’ont présenté aucun
effet indésirable critique.(358) Ces résultats ont permis 1’utilisation du racémique pour la phase IIb

des essais cliniques afin de diminuer le prix de revient.(141)

Les coefficients de partage apparents (log D) de la CQ et de la FQ ont été mesurés aux pH
vacuolaire (5.2) et cytosolique (7,4) (Tableau 4).(364) Au pH cytosoligque, la FQ serait plus de cent
fois plus lipophile que la CQ, alors qu’au pH vacuolaire, la FQ serait environ trois fois plus

lipophile que la CQ.

Concernant les propriétés de base faible, la comparaison des pKa des deux molécules
indique que la FQ est moins basique que la CQ (Tableau 4).(337) Ce qui pourrait suggérer un moins
bon passage membranaire par pH trapping. Un étude approfondie de 1’accumulation de la FQ

comparativement a la CQ devra donc étre réalisée.

Composé pPKa1 pPKaz logP log Ds, log D74 log K
CQ 10,03 7,94 4,63 -1,20 0,85 5,52
FQ 8,19 6,99 5,10 -0,77 2,95 4,95

Tableau 4 : Propriétés physicochimiques de la FQ

11.1.5.4.1.5.2.4. Métabolites de la FQ

La FQ est métabolisée par différents cytochromes P-450 (CYP2C9, CYP3A et CYP2D6), la
contribution relative de chaque isoforme impliquée dans la clairance hépatique métabolique globale

est inférieure a 50%. Les principaux métabolites (Figure 28) de la FQ sont générés par
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désalkylation des chaines latérales, menant aux dérivés monodésalkylés, N-desméthylferroquine
(DMFQ) puis aux dérivés didésalkylés, N-disdesméthylferroquine (di-DMFQ).(365)

H
HN/@\N, HN/@\N,H
CHE™ CoE
cl N cl N7

DMFQ di-DMFQ

Figure 28 : Métabolites majeurs de la FQ

Les deux métabolites sont actifs contre les souches CQ-sensibles de P. falciparum.
Néanmoins, seule la DMFQ a révélé une activité significative contre les souches CQ-
résistantes.(352, 354) De plus, lors des essais cliniques de phase I, il a ét¢ montré que la DMFQ
serait formé rapidement. D’autre part, le temps de demi-vie de la DMFQ (31,4 jours) serait
pratiquement deux fois supérieur a celui de la FQ (15,9 jours) et sa concentration sanguine serait
supérieure a celle de la FQ dés le 5°™ jour aprés le traitement (et & partir du 7°™ jour pour le
traitement a doses multiples). La DMFQ pourrait donc participer a l'activité intrinseque globale de

la FQ, contrairement a la di-DMFQ.(366)

Une autre voie de dégradation de la FQ engendre la formation de la 4-amino-7-
chloroquinoléine (Figure 29). Ce métabolite, formé également dans les voies de dégradation de la
CQ, ne présente pas d'activité antipaludique.(367)

/@\/lj
~

Figure 29 : Structure de la 4-amino-7-chloroquinoléine

11.1.5.4.1.5.2.5. Paramétres pharmacocinétiques de la FQ et de ses métabolites

La FQ a montré un bon transport transépithélial dans un modele de I'épithélium intestinal
Caco/TC7 monocouche, indépendamment du pH et des inhibiteurs de PgP. Ceci indique une bonne
absorption par voie orale, ce qui confirme les résultats expérimentaux déja obtenus lors des tests in
vivo sur des souris traitées par la FQ de maniére per 0s.(337, 344) En outre, la molécule présente un

faible taux de transfert a travers la barriére hémato-encéphalique dans un modele in vitro de cellules
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endothéliales bovines.(361) Par administration intraveineuse et orale, la FQ a montré une grande
clairance plasmatique, un grand volume de distribution, et une grande biodisponibilité (60%).(361)
Les concentrations plasmatiques restent elevées durant 3 a 8 h apres administration orale, ensuite
elles diminuent lentement au cours des premieres 24 h. Une grande distribution a été observée dans
le foie et dans le cerveau. Ces propriétés sont proches de celles déja observées pour la CQ. En ce
qui concerne la distribution érythrocytaire/ plasma, les trois modéles testés (rat, macaque et humain)

ont convergé vers une accumulation élevée de la FQ dans les globules rouges (68-85%).(361)

D’autre part, un test de 14 jours a été réalisé sur des rats, en utilisant une dose (10mg/kg)
équivalente de CQ et de FQ. La CQ cause une mortalité de 100% alors que la mortalité causée par
la FQ n'est que d'environ 7%. Le foie, et dans une moindre mesure, les reins, semblaient étre les
deux principaux organes cibles.(361) Les phases | et Ila des essais cliniques ont confirmé la bonne

tolérance de la FQ et sa faible toxicité par rapport a la CQ.(357)

Lors de la phase | des essais cliniques, les paramétres pharmacocinétiques de la FQ ont été
caractérises pour des administrations en dose simple et en dose multiple. De plus, les interactions

potentielles de la FQ avec le régime alimentaire ont été étudiées.(366)

Les données concernant I’administration de FQ en dose simple ont révélé une absorption
rapide et une augmentation linéaire de la concentration sanguine maximale pour une dose comprise
entre 400 et 1200 mg. Dans I’ensemble des résultats, les concentrations sanguines maximales ont
montré une variabilité interindividuelle modérée. Le temps de demi-vie apparent de la FQ serait
d’environ 16 jours, ce qui est plus faible que le temps de demi-vie de la CQ (ty», >30 jours). Il faut
noter que le temps de demi-vie de DMFQ serait de 31,4 jours et que sa concentration sanguine

serait supérieure a celle de la FQ apres 5 jours.

La phase d’administration en dose multiple (3 jours de traitement) a 1000 mg a da étre
interrompue a plusieurs reprises a cause de changements morphologiques au niveau de I’onde T, qui
reflete la régénération des cellules cardiaques. Un patient n’a pas supporté la dose de 1000 mg mais
a tout de méme continué le traitement a une dose journaliére limitée comprise entre 400 et 800 mg.

Pour cette gamme de dose, une variabilité interindividuelle modérée a eté observée.

Les résultats des tests d’interaction alimentaire montrent que I’efficacité de la FQ n’est pas

corrélée avec un régime alimentaire particulier.

72

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Faustine Dubar, Lille 1, 2012
Chapitre | Introduction bibliographique

Pour conclure, la FQ possede un bon profil pharmacologique apres absorption par voie
orale, les essais cliniques de phase | ont montré une trés bonne tolérance a la FQ administrée en
dose unique, méme a forte dose. Ces résultats, associés a l'activité de la FQ et de son principal
métabolite, contre les couches CQ-résistantes de P. falciparum, sont prometteurs pour le
développement futur de la FQ comme nouvel antipaludique, ce qui a été confirmé par son passage

en phase Ilb d'essais cliniques.

11.1.5.4.1.5.2.6. Effet de la FQ sur la gamétocytogénése et sur la transmission vectorielle

Mustfa et coll.(368) ont étudié I’effet de la FQ sur la gamétocytogénése et sur la
transmission vectorielle du paludisme. Cette étude a été realisée grace a I’utilisation d’un mode¢le
animal murin infecté par P. yoelii yoelii. La transmission de I’infection aux souris Swiss a été
assurée par des anophéles Stephensi maintenues en animalerie. La FQ et 1’artésunate ont été testées
a des doses infracuratives de 5 ou 10 mg/kg. L’efficacité de ces molécules a été déterminée
quantitativement par la mesure de la gamétocytémie, c'est-a-dire par la mesure du nombre de
gamétocytes ingérés par le moustique, et qualitativement par le comptage des oocystes formés sur
I’estomac du moustique, permettant ainsi de mesurer I’activité des gamétocydes. Ces mesures ont
été effectuées sur des groupes de 30 moustiques a trois temps différents : avant le traitement, 1h30
aprés le traitement et 5h00 apres le traitement. Quantitativement, les résultats de cette étude
montrent qu’apres traitement, une augmentation des gamétocytes circulant est observée et ce quelle
que soit la dose utilisée. Cependant, qualitativement, les résultats montrent des altérations
morphologiques des gamétocytes circulants (amas de pigments, latéralisation des gamétocytes dans
I'nématie) et une moindre infectivité des gamétocytes pour les moustiques gorgés apres la prise

thérapeutique.

Il a été démontré que l'infectivité des gametocytes, mesurée par la quantité d'oocystes
comptés sur I'estomac du moustique, est diminuée de 70 % pour les souris traitées par la FQ et de
85 % pour les souris traitées par l'artésunate. Ces résultats préliminaires montrent que la FQ

pourrait étre utilisee comme traitement prophylaxique.

I1.1.5.4.1.5.2.7. Etat de la compréhension du mécanisme d’action de la FQ au début de la these

Actuellement, le mécanisme d’action de la CQ n’est pas encore totalement élucidé.
Néanmoins, il semblerait que son activité antipaludique soit liée a sa structure et sa localisation

préférentielle dans la vacuole digestive du parasite ou elle inhiberait la formation de 1’hémozoine.
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La FQ étant un analogue ferrocénique de la CQ, les premicres études sur son mécanisme d’action

ont éte effectuées en comparaison avec celui de la CQ.
11.1.5.4.1.5.2.7.1. Propriétés de base faible et accumulation

A ce jour, aucun mécanisme de transport spécifique n’a encore été déterminé pour la FQ. En
I’absence de ces transporteurs, les ratios d'accumulation vacuolaire (VAR) peuvent étre prédits a
partir d'une dérivation de I'équation de Hendelson-Hasselbach utilisant les valeurs calculées du log
D.

Toutefois, il est important de noter que I’application de cette loi suppose que les molécules
protonées (donc chargées) soient incapables de traverser les membranes, qu’il n’existe pas de
liaison intracellulaire du composé et que le gradient de proton entre le cytosol et la vacuole

digestive du parasite soit de 2,4 unités de pH.

Pour une base diacide, le log D est fonction des constantes dacidité (pK,) et

du coefficient de partage (log P), d’aprés 1’équation :
log D calculé = log P - log [1 + 10" (pKa — pH) + 10" (pKar + pKaz — pH)]

L’utilisation de cette formule, amene a penser que la FQ (VAR = 6402) ne s'accumulerait
pas autant que la CQ (VAR = 19521) dans la vacuole digestive. Néanmoins, compte tenu du degré
élevé de variabilité des méthodes expérimentales (les pK, ont été déterminés dans un mélange

dioxane-eau et le log P dans un mélange octanol-eau), les résultats pourraient étre incertains.

Il est possible de calculer le VAR en utilisant les valeurs expérimentales du log D grace a la

formule suivante :
VAR = 10*(log D74 log Dyh)

La FQ s’accumulerait 50 fois plus que la CQ dans la vacuole digestive du parasite.
Cependant, la variabilité des résultats obtenus est due au fait que les variables utilisées dans ces
calculs proviennent de différentes sources, rendant les conclusions difficiles. De plus, la présence de

transporteur spécifique ne peut pas étre écartée.

Plus recemment, les log D et VAR de la CQ et de la FQ ont été déterminés a différents pH

(Figure 30) pour tenter de comprendre le comportement des deux molécules dans le parasite.(369)
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Les résultats de cette étude ont montré que quel que soit le pH, la FQ est plus lipophile que la CQ
d'un facteur 100.

\
\
\

N

pH

Figure 30 : log D = f(pH)

De plus, les valeurs du VAR de la FQ et de la CQ sont trés similaires entre les valeurs de pH
6 et 8 (Figure 31). En revanche, en dessous de pH 6, la FQ s’accumulerait beaucoup plus que la
CQ. Ce qui est intéressant puisque le pH vacuolaire est voisin de 5,2.

100000
——VARFQ
=-VAR CQ
1000 ‘\\
" \
0,1

Figure 31 : VAR = f(pH)

VAR

Ces résultats laissent supposer que la CQ et la FQ auraient un comportement similaire dans

le cytosol mais différent a I’intérieur du compartiment acide.

A ce stade, il existait donc de nombreuses incertitudes concernant la concentration de FQ
par rapport a celle de CQ dans la vacuole digestive. Des données expérimentales sont donc

nécessaires pour valider ou infirmer les modeles mathématiques.

11.1.5.4.1.5.2.7.2. Inhibition de la formation de 1’hémozoine
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L’¢tude d’analogues quinoléiques de la CQ a permis de montrer les relations structure-
activité existantes dans cette famille de composés. Le groupement 4-aminoquinoléine apparait ainsi
essentiel pour la formation de complexe avec la protoporphyrine, tandis que I’atome de chlore serait
utile a I’inhibition de la croissance du pigment malarique.(370) Ces éléments étant présents dans la

FQ, il a été envisagé que I’inhibition de la formation de I’hémozoine était liée a 1’activité de la FQ.

L’interaction de la FQ avec I’hématine monomérique, a été étudiée dans une solution
aqueuse de DMSO a 40% (pH 7.,5) a 25°C. La bande de Soret de I’hématine a 402 nm a été suivie
en fonction de la concentration de FQ, aprés avoir effectué les corrections liées a la dilution et a
I'absorbance de la FQ a cette longueur d'onde.(364) Il a été montré que la FQ forme un complexe
avec I'hématine (stoechiométrie 1:1) et une constante d’association identique a celle de la CQ (log K
= 4,49 + 0,05).(364) Cette valeur étant du méme ordre de grandeur que celle déterminée pour la CQ
(5,52 + 0,05).(370) Dans ces conditions, la FQ inhiberait la formation de la B-hématine. Ceci a été
démontré par I’analyse du spectre infra-rouge de la solution, qui montre que les pics caractéristiques
de la B-hématine, & 1662 et 1209 cm™, sont absents du spectre. Suggérant que la FQ est un trés bon
inhibiteur de la formation de la B-hématine. D’autre part, ’inhibition de la formation de la B-
hématine par la FQ diprotonée a également été¢ déterminée grace a des tests BHIA (B-hematine
inhibitory activities), les résultats sont similaires a ceux obtenus avec la CQ. Une inhibition dose-
dépendante de la formation de la B-hématine a été obtenue. Un inhibition de 100 % n’a pas pu étre
atteinte, néanmoins, a 50 % le rapport molaire entre la drogue et 1’hématine était de 0,78 pour la FQ
alors que dans les mémes conditions il était de 1,90 pour la CQ. Ceci montre que la FQ est un

meilleur inhibiteur de la formation de la B-hématine que la CQ dans ces conditions.(364)

D’autre part, les potentiels de surface électrostatique moléculaire des formes diprotonées de
la FQ (Figure 32 a) et de la CQ (Figure 32 b) ont été calculés au niveau de théorie DFT-B3LYP/
LANL2DZ. La FQ et la CQ ont montré de grandes similarités au niveau du noyau quinoléine, ou la
molécule interagirait avec 1’hématine. Un mode similaire d'interaction entre ces molécules (FQ ou
CQ) et I'nematine a donc été suggére.(364) Néanmoins, il est important de noter que les potentiels
de surface électrostatique moléculaire differe énormément au niveau de la chaine latérale des deux

molécules puisque la FQ contient un groupement ferrocénique et pas la chloroquine.
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+60

kcal/mol

Figure 32 : Potentiels de surface électrostatique moléculaire des formes diprotonées de la FQ (a) et
de la CQ (b).(364)

11.1.5.4.1.5.2.7.3. Activité rédox de la FQ

Il a été suggéré que la différence d’activité entre la FQ et la CQ pouvait étre due a la

présence du Fc.

Suite a la découverte du potentiel anticancéreux de nombreuses molécules
ferrocéniques(371), le réle du Fc a été étudié. Il a été montré que les dérivés ferrocéniques sont
incapables de limiter la croissance des cellules cancéreuses mais que les sels de ferricinium
résultants présentent une activité cytotoxique et la capacité de produire des radicaux hydroxyles
dans des conditions physiologiques.(325) Comme vu précédemment, il a été décrit que les dérives
ferrocéniques de I’hydroxytamoxiféne présentent une activité antiproliférative importante sur des
lignées cellulaires cancéreuses non-hormonodépendante de cancer du sein. Les auteurs ont suggéré

" qui engendrerait la

que I’activité cytotoxique de ces dérivés serait due a 1’oxydation du Fe'' en Fe
production in situ de radicaux, montrant que la présence du ferrocéne est essentielle a ’activité de
ces molécules. Pour verifier ceci, des analogues ruthénium des ferrocifenes ont été synthétisés.(372)
Comme le fer, le ruthénium est un metal de transition. Il se situe sur la colonne 8, comme le fer
mais a la ligne 5 (le fer est sur la ligne 4) de la classification périodique. Il avait donc été suggéré
que le potentiel d’ionisation de ces molécules devraient étre plus €levé et que 1’on pourrait donc
s’attendre a une meilleure activité antiproliférative. Cependant, les hydroxyruthénocifénes ne
présentent pas d’activité antiproliférative sur les lignées résistantes au tamoxifene. Bien que le
potentiel d’oxydation du ruthénocéne soit facilement accessible in vivo, la haute réactivité du cation
formé engendrerait immédiatement la formation d’une autre espece, avant méme que la charge

positive n’ait pu se délocaliser. De plus, il a ét¢ montré que le cation ferricinium est stable dans la
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plupart des milieux alors que le cation ruthénocénium est instable dans pratiquement tous les
milieux.(373-379) Néanmoins, les auteurs ont suggéré que ces molécules pouvaient étre utilisees
comme sondes en radio-imagerie isotopique.(372, 380) Tout ceci laisse supposer que la différence
d’activité antiproliférative de ces molécules serait due a la différence de comportement rédox du

ferrocene et du ruthénocene.

Lors de son cycle intraérythrocytaire, le parasite est soumis a un environnement riche en
oxygene et en fer, propice au stress oxydant.(381) En effet, comme vu précédemment, lors de la
digestion de 1’hémoglobine, la libération d’héme libre est accompagnée de la production de
radicaux superoxydes (O*") qui se dismutent rapidement en peroxyde d’hydrogéne, par une réaction
catalysée impliquant une superoxyde dismutase(382) :

2 0% 4 2H+ > H,0, + O,

Il faut noter que les radicaux superoxides ne sont pas capables de traverser les membranes
cellulaires contrairement au peroxyde d’hydrogene.(382) Le peroxyde d’hydrogéne formé peut
ensuite réagir avec les espéces Fe'' présentes dans le globule rouge par une réaction de type Fenton ,

formant ainsi des radicaux hydroxyles(382) (HO") :
Fe®* + H,0;, > Fe** + HO + HO®
Le Fe?" est ensuite régénéré(382) par action du radical superoxide O, :
Fe* +0," > Fe* + 0,

Un réaction de type Haber-Weiss peut avoir lieu entre le peroxyde d’hydrogene et le radical

superoxide, formant ainsi des radicaux de type hydroxyles.(382)

Dans les globules rouges sains, ces processus s’équilibrent grace aux systémes anti-oxydants
en présence.(383) Dans les globules rouges parasités en revanche, un surplus de radicaux est produit
engendrant un déséquilibre entre les espéces pro et anti-oxydantes.(381) Les systemes de
détoxification présents a la fois chez le parasite mais également chez la cellule hote, sont accélérés
afin de contrer ces especes radicalaires et créer un nouvel équilibre rédox. De nombreuses
études(190) se sont intéressées a la compréhension des mécanismes antioxydants, permettant
I’identification d’antioxydants et d’enzymes intervenant dans la détoxification du parasite et de la

cellule hote.
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Dés le début de la digestion de I’hémoglobine, ces processus vont engendrer la mise en
place du systéeme de détoxification. Parmi les systemes mis en place, le parasite et la cellule hote
possedent des enzymes antioxydantes (et leurs substrats) et des molécules antioxydantes de plus
petit poids moléculaire, le glutathion (GSH) et la thioredoxine (TrxSH,).(190) Le GSH est un
tripeptide (y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycine) thiol présent en grande quantité dans toutes les
cellules de mammifeéres.(382) La TrxSH2 est une petite protéine impliquée dans la réduction de
péroxydase et de ribonucléotides et dans la défense antioxydante.(190) De plus, elle protege des
dommages oxydatifs et inhibe 1’apoptose.(384) Malgré des systemes de défense antioxydants
complexes, il a été montré que les érythrocytes parasités par P. falciparum produisent des especes
radicalaires alors que les érythrocytes sains non.(385-387) Ceci a été réalisé par microscopie
confocale, grace a I’utilisation de la sonde fluorescente 2°,7’-dichlorofluorescéine diacétate.(387)
Cette sonde pénetre dans les cellules puis s’accumule dans le cytosol ou elle est tout d’abord
déacétylée par une estérase en dichlorofluorescéine. Les radicaux présents dans le milieu réagissent
ensuite sur ce produit non fluorescent pour former la dichlorofluorescéine desestérifiée. Ce produit
final fluoresce a 530 nm (excitation a 514 nm). Cette sonde permet la détection de divers ROS tels
que RO’, ROO’, HO', et NO'. Néanmoins, il est important de noter que de telles sondes permettent
de mettre en évidence la production de ROS sans toutefois spécifier leur nature exacte a I’intérieur

du parasite.

Toutes ces observations ont conduit a étudier les propriétés rédox de la FQ. En effet,
I’existence de H,O, dans la vacuole digestive du parasite, dont la concentration locale est estimée a
15 mM(190, 388) est particuli¢rement intéressante du fait de la présence de 1’atome de Fe' dans la
FQ. En effet, comme pour le couple Fe"/Fe"', il a ét¢ montré qu’en conditions oxydantes proches de
celles de la vacuole digestive, la FQ est capable d’engendrer des réactions de type Fenton

conduisant a la production de radicaux hydroxyles(389) :
Fe’* + H,0;, > Fe** + HO + HO®
FQ" + H,0, > FQ" + HO + HO®

Cette production de radicaux hydroxyles pourrait contribuer a 1’activité antipaludique de la
FQ. En effet, ces radicaux sont connus pour les graves dommages qu’ils provoquent sur toutes les

molécules biologiques, en particulier la peroxidation des acides gras polyinsaturés.(390)
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Comparativement, la CQ pourrait induire la production de ROS dans les cellules
astrogliales, induisant 1’activation du facteur nucléaire NFxB (impliqué dans les mécanismes pro-
apoptotiques).(391) Néanmoins, il a été montré que la CQ n’est pas capable de produire des
radicaux hydroxyles en présence de peroxyde d’hydrogene au pH vacuolaire alors que dans les
mémes conditions expérimentales, la FQ en produit a des concentrations micromolaires.(389) Il a
été suggeré que la faible proportion de radicaux hydroxyles ne devraient pas affecter la stabilité de

la FQ mais devrait étre suffisante pour déplacer le fragile équilibre rédox de la vacuole digestive.
11.1.5.4.1.5.2.7.4. Structures de la FQ

Les structures des formes neutre et diprotonée de la FQ ont été étudiées par cristallographie
des rayons X.(364) Sous sa forme neutre la FQ est stabilisée par une liaison hydrogene
intramoléculaire de 2,95A entre I’atome d’hydrogéne porté par I’azote en position 11 et ’azote en

position 24 (Figure 33).

Figure 33 : numérotation de la FQ

En revanche sous sa forme diprotonée, cette distance devient 4,07 A en raison des répulsions
¢électrostatiques entre 1’atome d’azote 24 chargé et ’atome d’azote 11 partiellement chargé. 11 a été
suggéré que I’interaction de 1’une de ces formes avec 1’hématine serait responsable du mécanisme

d’action de la FQ.(364)

D’autre part, il avait été suggéré que 1’accumulation serait liée aux propriétés de base faible
de la FQ. Afin de mesurer ’influence des pK, de la FQ sur son activité, differents groupements
alkyles ont été introduits sur 1’azote 11. La présence d’un substituant sur cette position empéche le
transfert de proton de la position 1 & la position 11 et également la possibilité de formation d’une
liaison hydrogene intramoléculaire. L’introduction d’un substituant en position 11 engendre une
augmentation de la lipophilie (plus le substituant est volumineux, plus la lipophilie augmente) des

molécules et une légeére variation des pK, des amines 24 et 11. De plus, cette substitution engendre
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une diminution de ’activité antipaludique par rapport a la FQ. Il a été suggéré que ces molécules
seraient trop lipophiles et qu’elles resteraient « piégees » dans la membrane vacuolaire, empéchant
ainsi toute interaction avec ’hématine. La lipophilie et la liaison hydrogene intramoléculaire
seraient essentielles a 1’activité antipaludique puisqu’elles pourraient permettre au groupement
hydrophobe ferrocénique de se placer au niveau des lipides de la membrane vacuolaire rendant
accessible le cycle quinoléine pour son interaction avec la porphyrine et ainsi inhiber la formation

de I’hémozoine.

De maniére tout a fait intéressante, pour cette étude, aucune relation directe n’a été trouvée
entre D’activité antipaludique et le niveau d’inhibition de formation de 1’hémozoine de ces
molécules. Ce qui suggere que ’activité de la FQ ne serait pas uniquement due a cette propriété.
Cependant, les meilleurs inhibiteurs de la formation de 1’hémozoine sont les molécules les plus
actives. D’autre part, le coefficient d’accumulation vacuolaire de ces molécules a été déterminé
selon I’équation : VAR = 10™(log D7.4— log D). Aucune relation n’a pu étre établie entre le VAR
et ’activité de ces molécules, laissant supposer que 1’accumulation des molécules dans le
compartiment vacuolaire ne serait pas déterminant dans D’activité de ces molécules. 1l faut
néanmoins rester prudent sur ces conclusions puisque le calcul du VAR comporte des

approximations.

Le mécanisme d’action de la FQ semble étre multifactoriel et différent de celui de la CQ.
Des études supplémentaires seront nécessaires pour élucider la compréhension globale de son

mécanisme d’action, principalement sur la localisation de son site d’action.

I1.1.5.4.2. L apicoplaste
11.1.5.4.2.1. Généralités

Deés les années 60, un organite possédant plusieurs membranes a été observé chez Eimeria
puis chez Plasmodium spp, on pensait a 1’époque qu’il s’agissait de la mitochondrie ou de la
vacuole digestive.(392-394) Dans les années 70, cet ADN a été décrit pour la premiére fois chez P.
knowlesi, sa taille a été estimé a 35 kDa et a été identifié comme un ADN mitochondrial.(395, 396)
Plus tard, un ADN extrachromosomal circulaire de 35 kDa a été observé chez Plasmodium
lophurae (un Plasmodium infectant les oiseaux).(397) L’origine mitochondriale a été remise en
question lorsque I’analyse des génomes de P. yoelii, P. chabaudi, P. berghei, P. cynomolgi, P.
knowlesi et P. falciparum(398) a révélé I’identification d’un ADN de 6 kDa (donc différent de celui

de 35 kDa), possédant les caractéristiques d’un ADN mitochondrial. Aprés de nombreux efforts de
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séquencage, cet ADN a été reconnu comme étant distinct de celui du noyau(399) et de celui de la
mitochondrie(400). Les différentes études ont permis de révéler les similitudes de cet ADN avec le
génome des plastes, notamment de plastes non synthétiques tel que Epifagus virginiana et d’algues
telles que Astasia longa. En effet, les génes des sous-unités du complexe ribosomal sont organisés
sous forme de deux secteurs répétés inverses, ce qui est caractéristigue des ADN de
chloroplastes.(401-404) Cependant, il faut noter que cet ADN ne porte pas de genes impliqués dans

la photosynthése.

La collaboration de parasitologues et de botanistes a conduit a la localisation de cet ADN
circulaire dans le parasite.(12, 405) Un géne de I’ARN ribosomal proche de celui des plastes, avait
été isolé chez T. gondii.(406) Cet ARN ribosomique a été marqué puis utilisé comme sonde dans
des expériences d’hybridation in situ de coupes ultrafines de T. gondii.(403) Il est a noter que T.
gondii a été choisi car dans sa forme tachyzoite, il existe huit copies du génome circulaire de 35
kDa du parasite alors qu’il n’y en a qu’une chez Plasmodium spp.(11) L’analyse des résultats a
permis de montrer que seul un petit organite de forme ovoide avait été marqué par cet sonde. Ces
expériences ont permis de démontrer clairement que I’ADN circulaire de 35 kDa était situé dans la
structure sub-cellulaire de ce petit organite ovoide. De plus, comme dans le cas des plantes et des
algues rouges et vertes, l’organite serait délimité par plusieurs membranes (quatre chez
Plasmodium(407)). Chaque parasite contient une mitochondrie et un organite ovoide, comme dans
le cas des algues. Environ une année plus tard, ces résultats furent confirmes et la fusion des mots

« apicomplexe » et « plaste » a donné lieu a la naissance du mot « apicoplaste ».(11)
I1.1.5.4.2.2. Origine de I’apicoplaste

Les processus de I’évolution qui ont conduit a la formation de 1’apicoplaste ont été étudiés.

Il a ét¢ montré que 1’origine de 1’apicoplaste provient d’un scénario a deux étapes.

Tout d’abord, un phénomeéne d’endosymbiose simple (Figure 34) a permis aux cellules
primitives d’acquérir des organites contenant de I’ADN (chloroplastes ou mitochondrie). Toutes les
mitochondries présentes dans les cellules eucaryotes proviennent de 1’endosymbiose primaire d’une
alpha-protéobactérie dans une cellule primitive.(408) Les chloroplastes primaires sont quant a eux
issus de I’endosymbiose primaire d’une cyanobactérie ancestrale dans une cellule. Les deux

membranes de 1’enveloppe mitochondriale proviennent donc des deux membranes de I’alpha-
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protéobactérie et les deux membranes de I’enveloppe chloroplastique proviennent des deux

membranes de la cyanobactérie ancestrale.(408)

noyau primaire la cyanobactérie

chloroplaste
e

Cellule ancestrale Cyanobactérie Algue roug
primaire

Figure 34 : Premicre étape de la formation de 1’apicoplaste : Endosymbiose primaire a 1’origine des

algues rouges.(409)

Les protistes proviennent de 1’endosymbiose secondaire (Figure 36) d’une algue par un
eucaryote secondaire. Des algues rouges ou des algues vertes pouvant étre impliquées. Il a été
montré que 1’apicoplaste provient de I’endosymbiose d’une algue rouge.(410) Au cours de
I’évolution, cette endosymbiose secondaire a ¢été suivie de la disparition des structures
subcellulaires inutiles et de la consolidation des liens métaboliques. La seule structure membranaire

conservée de I’algue est un plaste réduit limité par quatre membranes (Figure 35).

Figure 35 : Structure de I’apicoplaste(407)

Enfin, un transfert génétique de I’ADN du noyau et du plaste vers le noyau de I’hdte

secondaire a été effectué, ce qui a engendre la présence de protéines algales chez Plasmodium.(411)
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secondaire

Figure 36 : Deuxiéme étape de la formation de I’apicoplaste : Endosymbiose secondaire a 1’origine

des apicomplexes.(409)

I1.1.5.4.2.3. Role vital de I’apicoplaste

Les protéines algales du parasite, absentes chez I’Homme, présentent une cible potentielle
dans le développement de nouvelles molécules antiparasitaires. Néanmoins, le role vital de

I’apicoplaste pour le parasite a di étre prouvé avant tout étude.

Le role vital de l'apicoplaste a été clairement démontré grace a I'effet létal des antibiotiques
sur les formes sanguines de P. falciparum. Il a été montré que les antibiotiques, tels que la
doxycycline, sont capables d’inhiber la transcription de I’ADN ou la traduction de I’ARN, et plus
particulierement en bloquant l'expression du génome de I’apicoplaste.(412, 413) Les parasites
traités ne montrent aucune anomalie évidente au cours du premier cycle de vie du parasite : la
morphologie des organites, la réplication du génome, le ciblage des protéines et la ségrégation
restent intacts durant la division cellulaire. C’est pourquoi, les chercheurs s’attendaient a ce que les
parasites se développent normalement et passent par les différents stades de développement :
anneaux, trophozoites, schizontes et mérozoites. Les parasites étant ainsi capables d’envahir a
nouveau une nouvelle cellule héte. Au lieu de cela, un phénotype de « mort cellulaire décalée » ou
« mort retardee » a été observé, c'est-a-dire que les effets délétéres, provoqués par 1’administration
d’antibiotiques, s'accumuleraient dans la descendance des parasites traités. Aprés un traitement
antibiotique, lors du deuxiéme cycle de vie du parasite, le génome de I' apicoplaste ne se réplique
plus. Les fonctions d'importation de protéines sont ainsi perdues et I'organite n’est plus capable de
se reproduire durant la division cellulaire. En effet, les parasites apicomplexes se divisent avec des
processus tres variés (Figure 37), au cours desquels il peut y avoir division des noyaux avant
division des cellules. Dans tous les cas, la division de la mitochondrie et celle de I'apicoplaste sont

coordonnées de sorte que les cellules ne présentent qu’un seul exemplaire de ces organites. De plus,
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le parasite n’étant pas capable de générer ’apicoplaste de novo, 1’absence de réplication et de
ségrégation engendre donc la perte de I'apicoplaste dans les cellules filles et la mort du parasite.
Généralement, 1’effet de mort retardée, causé par I’administration d’antibiotiques, commence par
une inhibition spécifique de la transcription et de la traduction dans I’apicoplaste et se termine avec
une perte irréversible de cet organite puis a la mort du parasite dans le cycle suivant. Ces
observations ont été également faites lors de 1’étude de lignées de T. gondii présentant des défauts
dans la ségrégation de I’apicoplaste. En effet, apres division, les cellules filles possédant un
apicoplaste sont capables de survivre alors que les cellules filles privées d’apicoplaste engagent une
nouvelle division puis meurent.(405, 414) Ce phénomeéne a été retrouvé également chez
Plasmodium.(415)

Plasmodium T. gondii

-

Ap Ce

[ X ":‘2N”

Mutant de
division de
I'apicoplaste

Prolifération de Plasmodium a l'intérieur d’un globule rouge
Prolifération de Toxoplasma a lintérieur de fibroblastes

survie

a mort aprés une
% e . , .
v ~ génération

pd
<

Figure 37 : Synchronisation de la division de I'apicoplaste et de la multiplication cellulaire chez
Plasmodium et T. gondii.(409)

11.1.5.4.2.4. Fonctions biologiques de I’apicoplaste chez Plasmodium

11.1.5.4.2.4.1. Biosynthése des isoprénoides : VVoie des DOXP
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Les isoprénoides constituent une classe importante de molécules lipidiques. Ces molécules
sont des précurseurs essentiels pour la synthese des stérols, de la chlorophylle, et des quinones. Ils
peuvent également étre nécessaires a 1’ancrage des protéines dans les membranes, soit directement
via la prénylation des protéines (modification post-traductionnelle, qui consiste en la fixation
covalente des groupes prényles hydrophobes a des protéines d’ancrage spécifiques sur une
membrane biologique cible) ou indirectement par [l'intermédiaire des ancres glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI).(416) Les isoprénoides peuvent également agir comme groupe
prosthétique des ARNt dans les plastes et les mitochondries. Tous les isoprénoides proviennent de
la combinaison de précurseurs, composés d'unités répétitives de chainons a cing carbones :
I’isopenténylpyrophosphate (IPP) et le diméthylallylpyrophosphate (DMAPP).(416) Ces deux
précurseurs peuvent étre synthétisés soit par l'intermédiaire d’une voie mévanolate, présente dans
les cellules animales et dans le cytosol de plantes ; soit par I’intermédiaire d’une voie 1-désoxy-D-
xylulose-5-phopshate (DOXP), présente chez les bactéries et les plastes.(417) Peu de temps apres sa
découverte, l'apicoplaste a été considéré comme un site indispensable et unique dans la voie de
biosynthése des précurseurs isoprénoides chez P. falciparum, notamment grdce a une voie
DOXP.(418, 419) La voie DOXP suscite un grand intérét du fait de sa présence dans tous les
apicomplexes, a l'exception de Cryptosporidium spp. qui ne posséde pas d’apicoplaste.(420) De
plus, les perturbations moléculaires et chimiques de cette voie peuvent engendrer la mort du
parasite, ce qui la rend tres attractive comme cible thérapeutique. Une étude récente (421) a permis
de montrer que lors du stade érythrocytaire, la voie DOXP serait la seule fonction essentielle de

I'apicoplaste chez P. falciparum.

L'utilisation de la fosmidomycine et d'autres inhibiteurs a permis de confirmer le réle
essentiel de la voie DOXP pour les apicomplexes.(416) Cependant, le réle des précurseurs
d'isoprénoide IPP et DMAPP, synthétisés par la voie DOXP, reste encore a élucider. Néanmoins,

quelques données permettent d” expliquer la fonction de la voie DOXP.

La prénylation des protéines intervient dans l'incorporation du précurseur IPP de
I’apicoplaste. Les groupements prényles sont formés par la répétition de monomeéres IPP liés,
formant des groupes géranylpyrophosphate (geranylPP, a 10 atomes de carbone), des groupes
farnésylpyrophosphate  (farnesylPP, & 15 atomes de carbone) et des groupes
géranylgéranylpyrophosphate (geranylgeranylPP, a 20 atomes de carbone). La fixation des groupes
prényles est catalysée par 3 types de transférases.(422) Les petites GTPases impliquées dans le
développement du cancer, exigent une prénylation des protéines pour un ciblage correct de la
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membrane.(422) De nombreux inhibiteurs de prényl-transférase ont été testés lors d’essais cliniques
avancés dans le traitement de différentes formes de cancer. Certaines de ces molécules ont ensuite
été testées avec succes en tant qu’inhibiteurs potentiels de prényle-transférases chez P. falciparum
et T. gondii.(422, 423) Bien que ces données montrent I’importance des groupes prényles et des
phénomenes de prénylation, il n'existe actuellement aucune preuve directe de I’implication de la
voie DOXP dans la genése des groupements prényles. Le dolichol est une structure polyprénylique
utilisée comme transporteur de polysaccharides pour la synthese des glycoprotéines dans le
réticulum endoplasmique. Dans les apicomplexes, le dolichol serait utilisé dans la glycosylation des
protéines d'adhésion de surface et dans la synthese des ancres GPI.(410, 419, 424) Les deux
protéines d'adhésion de surface et les protéines GPI ancrées sont fortement représentées sur la
membrane plasmique du parasite. Leurs structures et leurs voies de biosynthese seraient hautement
conservées dans les parasites apicomplexes.(424) La plupart de ces protéines seraient impliquées
dans les processus d'adhésion et d’'invasion du parasite dans la cellule hote et pourraient donc étre
nécessaires a la survie du parasite.(424, 425) Lors du stade sanguin, et plus précisément au cours
des stades anneau et schizonte, la synthése du dolichol est inhibée par la fosmidomycine chez P.
falciparum.(426) Ces résultats indiquent que la voie DOXP pourrait fournir les précurseurs de la
biosynthése du dolichol. Néanmoins, il n’a pas encore été prouvé que 1’apicoplaste soit le site de

cette synthése.

La mitochondrie pourrait également nécessiter la synthese d’IPP. En effet, les chaines de
transport d'électrons dans la mitochondrie possédent des transporteurs d'électrons essentiels,
seulement actifs lorsqu’ils sont polyprenylés. L ubiquinone (ou co-enzymeQ), qui est le principal
transporteur d'électrons de la chaine mitochondriale, est synthétisé au cours du stade sanguin chez
P. falciparum.(427) La fosmidomycine est également capable d’inhiber sa synthése.(426) Dans des
conditions anaérobies, P. falciparum pourrait synthétiser et utiliser la ménaquinone comme
transporteur polyprenylé alternatif d'électrons.(428) La synthése de la ménaquinone est bloquée par
un inhibiteur mycobactérien, le Ro 48-8071 (Figure 38). Ce composé est capable de tuer P.
falciparum avec une Clsp de I’ordre du micromolaire.(428) La perturbation des phénomeénes de
translocation (échange de matériel chromosomique entre des chromosomes non homologues) chez
T. gondii entrainerait une chute importante du potentiel de la membrane mitochondriale, c'est a dire
de son état energétique.(429) Cela pourrait constituer une preuve indirecte de la perturbation de la
voie DOXP, qui déclencherait un arrét de la synthése de 1’ubiquinones ou de la ménaquinone,
bloquant ainsi la production d’ATP dans les mitochondries.(430) Cependant, des études

supplémentaires seront nécessaires pour relier ces deux voies.
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Figure 38 : Formule du Ro 48-8071(431)

L’isopenténylation des ARNt est une modification qui permet une bonne liaison du
complexe ribosome-ARNm. Ce processus agirait en perturbant les phénomenes de traduction des
génomes mitochondrial et apicoplastique (419) et la réaction de transfert de la DMAPP en
adénosine, sur la boucle anticodon, serait catalysée par une isoprenyltransférase. Un homologue
d’une isoprényltransférase de plante a été trouvé in silico dans I’apicoplaste de P. falciparum.(419)
Néanmoins, expérimentalement, il n’a pas été montré que cette modification cruciale soit
dépendante de la voie DOXP chez I’apicoplaste. Toutefois, il faut noter que la complémentation en
DMAPP de cultures de P. falciparum, traitées par de la fosmidomycine, ne permet pas la survie des
parasites.(421) Ceci suggere que le DMAPP ne serait pas capable d’atteindre 1’apicoplaste pour

réaliser I’isopenténylation ou que le DMAPP n'est pas nécessaire a cette voie métabolique.

Récemment, il a été montré que la phytohormone ABA (acide abscissique, Figure 39)
jouerait un rdle majeur dans les mécanismes cellulaires dépendantes du calcium chez T.
gondii.(432) Chez les plantes, I'ABA est synthétisée a partir des précurseurs de caroténoide par la
voie DOXP. Chez T. gondii l'ajout d’ABA exogéne induirait une sécrétion calcium-dépendante des

protéines et déclencherait ainsi la sortie du parasite.(432)

Figure 39 : Formule de 1’acide abscissique

De plus, I'utilisation de la fluridone (Figure 40), un herbicide inhibant la synthese de I'ABA,
induirait le développement de kystes mais protégerait les souris contre la toxoplasmose.(432)
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Figure 40 : Formule de la Fluridone

La présence d'’ABA endogene dans le parasite a été confirmée par HPLC et GC-MS.
Cependant, malgré la présence de génes répondant a I’ABA chez T. gondii et P. falciparum, les
genes responsables de la synthése d’ABA ne sont pas clairement identifiés. Il a été suggéré qu'un
marquage métabolique de I'IPP plastidial pourrait révéler leur incorporation dans 1'ABA,
confirmant ainsi le role de 1’apicoplaste comme source principale des précurseurs de ’ABA. Les
algues sont connues pour engendrer la production d'ABA, mais cette voie n’a pas encore été
caractérisée. L’origine algale de I’apicoplaste pourrait expliquer la difficulté d'identification des
protéines responsables de la synthése de ’ABA dans cet organite. Des expériences de marquage
métabolique et d’inhibition parasitaire par le norflurazon, un herbicide connu bloquant
specifiquement la synthése des caroténoides, ont permis de prouver que les caroténoides sont
synthétisés lors du stade sanguin de P. falciparum.(433) La phytoéne synthétase a été identifiée et
caractérisée a partir du génome de P. falciparum. Cette enzyme serait impliquée dans les
mécanismes de synthese des caroténoides. Il a également été suggéré que les caroténoides
joueraient un réle anti-oxydant dans la membrane du parasite. Ces différentes études démontrent
I’origine algale et la polyvalence des apicomplexes pour adapter les voies existantes pour de

nouvelles utilisations.

11.1.5.4.2.4.2. Biosynthése des acides gras

Les acides gras sont des molécules essentielles pour toutes les cellules. En effet, ils sont les
éléments constitutifs des membranes cellulaires et jouent un réle important dans la signalisation
cellulaire. La voie de type Il de la synthése des acides gras (FASII) est I'une des 4 voies (les autres
étant la biosynthése FASI, la voie d’¢élongation des acides gras du réticulum endoplasmique et la
séquestration cellule héte) employées par les parasites apicomplexes pour satisfaire leurs besoins en
lipides. La voie de biosynthese FASII a suscité un grand intérét depuis une vingtaine d’années.(416)
En effet, cette voie localisee dans 1’apicoplaste est absente chez 1'hote mammifere, de plus les

premieres investigations ont suggéré que la biosynthése FASII était essentielle a la survie du
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parasite, notamment au stade sanguin.(434, 435) Désormais, il est admis que ces conclusions ne
sont plus valables. Néanmoins, I'intérét pour cette voie reste encore élevee car la voie FASII semble
indispensable au développement des mérozoites au stade hépatique.(436) Ce complexe multi-
enzymatique offre de multiples cibles pour les médicaments antipaludiques. Des expériences de
radiomarquage dans des érythrocytes infectés par P. falciparum ont montré que les acides gras ne
sont pas synthétisés de novo. En effet, les lipides contenus dans les globules rouges de 1’hote
seraient séquestrés par le parasite en développement.(437) Cependant, la découverte de
I'apicoplaste(11, 12, 403) a permis de montrer que comme dans le cas des plastes de plantes et
d'algues, ’apicoplaste contient des mécanismes pour la biosynthése de novo des acides gras chez P.
falciparum(419, 438), T. gondii(438), et Eimeria tenella(439), réfutant ainsi cette hypothese.
Désormais, il est admis que cette voie est essentielle pour Plasmodium spp et T. gondii, mais des

questions subsistent quant au role exact de ces mécanismes dans la survie du parasite.

La plupart des études biochimiques de la voie FASII chez les apicomplexes ont été réalisées
chez T. gondii. Dans des expériences similaires a celles effectuées chez P. falciparum (435),
I’incorporation de I’**C-acétate dans les acides gras intracellulaires et extracellulaires présents chez
T. gondii a été observée dans les lipides acylés (glycéro- et sphingolipides) a seize ou dix-huit
carbones.(440) Le marquage peut étre éliminé par addition d’haloxyfop, un inhibiteur de I’acétyl-
CoA carboxylase (ACCase, enzyme qui catalyse la synthese des lipides)(441), ce qui suggére que la
voie FASII pourrait fournir le parasite en acides gras en C16 et C18 pour la synthese de lipides
variés. Cependant, des études récentes ont mis en doute cette théorie en montrant qu’un knock-
down d’ACP (protéine qui transporte les fonctions acétyles) chez T. gondii n'affecte pas
I'incorporation de 1’**C-acétate.(442) Ceci indique que I’incorporation de I' **C-acétate serait
indépendante de la voie FASII et qu'elle pourrait étre réalisée via la voie FASI cytosolique ou via le
systéeme d’élongation lipidique du réticulum endoplasmique. En outre, la source d'acétyl-CoA de
I’apicoplaste proviendrait de la conversion du pyruvate par un complexe pyruvate déshydrogénase
(PDH) présent exclusivement dans 1’apicoplaste (443), c’est pourquoi le marquage avec I'tc-

acetate ne pourrait pas suivre la voie directe des precurseurs acétyles de FASII.

Bien qu’elle ne semble pas essentielle a la production de groupements lipides chez T. gondii,
FASII serait essentielle pour la biogenése et le développement de 1’apicoplaste(440, 442),
notamment pour la synthése des lipides utilisés dans la croissance et la division membranaire de
I’apicoplaste.(444) L'acide phosphatidique (PA) est un précurseur essentiel pour la biosynthése

d'autres glyco- et / ou glycérolipides qui jouent un rdle crucial dans 1’intégrité de la structure de la
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membrane et dans la signalisation cellulaire. Dans le plaste, PA et son produit d'hydrolyse, le
diacylglycérol (DAG) sont des intermédiaires clés dans la production des glycérolipides: le
monogalactosyldiacylglycérol (MGDG), le digalactosyldiacylglycérol (DGDG) et le
phophatidylglycérol (PG).(445) Il serait donc possible que ces lipides jouent un rdle crucial dans le
maintien de I'intégrité du plaste. Chez T. gondii, FASII pourrait conduire a la production de PA et
donc potentiellement a la synthese de MGDG, DGDG et PG.(440) Bien que l'incorporation de
l'acétate observé n’est pas montré de dépendance a la voie FASII(442), la chaine acyle de PA
localisée dans 1’apicoplaste, semble pourtant étre dérivée de FASII. PA pourrait également étre
synthétisé a partir d'acyl-CoA dans le réticulum endoplasmique par la glycérol-phosphate
acyltransférase, qui a été caractérisée chez P. falciparum (446) et par action ultérieure de la lyso-
acide phosphatidique acyltransférase, présente chez T. gondii et P. falciparum.(440, 447) Cela
pourrait aboutir a la synthése de PA a partir de précurseurs dérivés de FASI (ou d’une autre voie),

différente de la voie FASII.

En outre, FASII est nécessaire a T. gondii et P. falciparum pour la production de novo de
I'acide lipoique et pour la lipoylation de la PDH, le complexe enzymatique responsable de la
production du précurseur de la voie FASII, l'acétyl-CoA (442, 448, 449). Dans I’apicoplaste, la
lipoylation se produit par fixation covalente d'octanoyle-ACP (un produit de FASII) a I'apo-E2
(transacylase), une sous-unité de la PDH, par action de la LiPb. Chez P. falciparum uniquement, la
lipoylation est produite par la LplA2 (449-451) et par une insertion postérieure de résidus soufrés
sur les positions C6 et C8 par la LiPa.(452) Bien que LipB et LplA2 ne soient pas essentielles lors
du stade érythrocytaire (449), LiPa semble quant a elle nécessaire a P. falciparum (453),
probablement parce que l'acide lipoique ne peut pas entrer dans 1’apicoplaste.(454) La nature
essentielle des mécanismes de lipoylation dans 1’apicoplaste peut paraitre surprenante étant donné
que la protéine lipoylée présentée ici est un générateur de précurseur de la voie de FASII et que
I'acide lipoique libre est présent dans cet organite a des niveaux négligeables.(453, 455) Il a été
suggéré que la protéine liée a 1’acide lipoique pourrait agir comme donneur d'électrons et ainsi

permettrait la détoxication des espéces réactives de 1'oxygene présentes dans 1’apicoplaste (456).

Toutes ces études montrent que le caractere essentiel de la voie FASII serait essentiellement
due a son réle dans la biogénése des membranes plastidiales et dans la production de 1’acide
lipoique. FASII posséde également d’autres rdles, non essentiels, notamment dans la production de
groupements lipides et dans la production de l'acide phosphatidique qui joue un role dans la

signalisation cellulaire et agit aussi comme un précurseur essentiel de la production des
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lipides(440). L'importance de la voie FASII peut également étre dépendante de la disponibilité des

éléments nutritifs, de I'interaction avec I'h6te et du stade du cycle de vie.

11.1.5.4.2.4.3. Synthése des centres Fer-Soufre

Les centres fer-soufre, egalement appelés « clusters [Fe-S] » résultent de I’assemblage
d’ions sulfures, dits soufres inorganiques, et d’atomes de fer dans différents états d’oxydation (Fe2+
ou Fe**).(457) Ces centres métalliques peuvent étre contenus dans des protéines présentes dans tous
les organismes vivants. Les protéines [Fe-S] peuvent intervenir dans des processus de transfert
d’¢électrons (environ 50% des protéines décrites), la régulation génique, la catalyse rédox ou non
rédox, le maintien de la structure protéine ou encore dans les chaines respiratoires ou
photosynthétiques.(457, 458)

Chez les eucaryotes, il avait été suggéré que la biosynthése des centres [Fe-S] était
exclusivement située dans la mitochondrie, ces conclusions ont été revues lorsque des enzymes et
protéines spécifiques ciblant 1’apicoplaste(459) ont été découvertes chez Arabidopsis thaliana et P.
falciparum.(459-462) Chez P. falciparum, les protéines ferredoxine (Fd), IspG, et IspH (impliquées
dans la biosynthése des isoprénoides), et les enzymes LipA (acide lipoique synthase) et MiaB
(tRNA méthylthiotransférase) ciblent I’apicoplaste et requierent la présence de centres [Fe-S] pour
se fixer.(463)

L’importation des centres [Fe-S] de la mitochondrie vers I’apicoplaste semble improbable,
c’est pourquoi la voie de biogénese de ces clusters existerait de facon indépendante dans la
mitochondrie et dans 1’apicoplaste.(407, 419, 462). Chez Plasmodium, I’é¢tude du protéome de
I’apicoplaste a permis d’identifier les différentes protéines impliquées dans la synthése des centres
[Fe-S], notamment SufB et Orf470 codées par le génome de I’apicoplaste et NIFU, SufA, SUFC,
SufD et SufS codés par le génome nucléaire du parasite.(407, 419, 459, 462)

Actuellement, aucune étude n’a permis de montrer que 1I’une des voies de synthese des
centres [Fe-S] est essentielle aux processus de maturation des protéines de I’apicoplaste, la
démonstration de leur role dans d’autres processus, pourrait démontrer I’importance de ces
voies.(410) D’autre part, il a été suggéré que la perturbation des équilibres d'oxydoréduction

dépendant de ces voies, par interférence pharmacologique, devrait tuer le parasite.(410)

I1.1.5.4.2.4.4. Synthese de ’héme
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Dans de nombreux organismes vivants, comme les animaux ou les champignons, ’héme est
un produit final de voie de biosynthése des tétrapyrroles et un groupe prosthétique important pour
de nombreuses protéines, telles que les cytochromes. Chez les plantes, la voie de biosynthése des
tétrapyrroles conduit a la formation de I’héme et de la chlorophylle. Chez Plasmodium, 1’héme
toxique provenant de la digestion de 1’hémoglobine est neutralisée par biocristallisation en
hémozoine. Malgreé cette voie de détoxification, le parasite synthétise de I’héme de novo. En effet, il
a été montré que la synthése des protéines du parasite est heme-dépendante et que cette voie est une
cible thérapeutique potentielle.(464) D’autre part, ’inhibition de cette voie de biosynthése
engendrerait la mort du parasite par suppression des fonctions d’auto-subsistance de I’apicoplaste
ou de subsistance de 1’organisme dans son ensemble. Néanmoins, il semble essentiel de noter que
I’intégralité de la voie de biosynthése de I’héme est partagée entre I’apicoplaste et la mitochondrie.
Le cytoplasme serait un compartiment intermédiaire, permettant les échanges entre le plastide et la
mitochondrie.(419, 465) Il a été suggéré que le processus d’endosymbiose secondaire a 1’origine de
I’apicoplaste aurait donné lieu a une fusion des deux voies de biosynthése de ’héme, engendrant la

création d’une voie hybride inhabituelle.(407, 419)

11.1.5.4.2.4.5. Processus moléculaires
I1.1.5.4.2.4.5.1. Réplication de ’ADN

Lors de la formation des mérozoites (étape de schizogonie), les réplications des génomes
nucléaire et apicoplastique sont simultanées.(466) Le génome de I’apicoplaste ne code pour aucune
des protéines impliquées dans la réplication de I’ADN.(467) C’est pourquoi, la machinerie de
réplication de ’ADN doit étre importée a partir de geénes codés par le noyau. C’est le cas du facteur
de réplication PfPrex (Plasmodium falciparum plastidic DNA replication enzyme complex) qui est
codé par le noyau, mais est destiné a I'apicoplaste.(468) Il a été montré qu’une forme recombinante
du domaine de I’ADN primase de PfPrex est capable de transcrire I'ARN primaire a partir d'une
matrice d'’ADN simple brin.(469) L'inhibition des fonctions enzymatiques de PfPrex devrait

constituer une cible intéressante pour le développement de médicaments.

D’autres protéines codées par le noyau, ciblant I’apicoplaste, ont également été identifiées
comme des cibles potentielles pour la conception de medicaments. Par exemple, les topoisomérases
de type Il, appelées ADN gyrases (470), sont des isomérases agissant sur la topologie de
I'ADN.(471) Chez P. falciparum, les génes codant pour les sous-unités GyrA et GyrB de la gyrase
présentent deux séquences principales ciblant 1’apicoplaste.(472, 473) De plus, au moins la sous-

unité GyrB serait localisée dans 1’apicoplaste.(473) La sous-unité GyrA contient les domaines de
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clivage et d’enroulement de I'ADN, tandis que la sous-unité GyrB contient les domaines ATPase et
topoisomérase-primase, présentant une forte homologie avec leurs homologues présents chez E.
coli.(473) La novobiocine qui inhibe l'activité de I’ATPase de la GyrB dans E. coli(474), a montré
une activité spécifique et compétitive d’inhibition de I’ATPase de 1’apicoplaste et de la réplication
de I'ADN de P. falciparum, conduisant a un décalage dans la conversion des trophozoites en
schizontes durant le premier cycle et une réduction importante de la parasitémie dans le
second.(473) Cet effet a été défini comme étant la concentration de médicament nécessaire pour
tuer un parasite au cours du second cycle de réplication. L'effet de mort retardée est donc
directement lié au rapport entre Clsy (48h) et Clso (96h) (au moins 10 fois). De plus, un domaine
recombinant de la GyrB, sensible a la coumermycine (un inhibiteur de I’ATPase de la gyrase) a été
caractérisé chez P. vivax.(475) Toutes ces études montrent le réle prépondérant de 1’apicoplaste
dans la réplication de I’ADN.

11.1.5.4.2.4.5.2. Transcription de ’ADN en ARN

Le génome de I’apicoplaste code pour les sous-unités rpoB, rpoCl et RpoC2 d'une ARN
polymérase, semblable a celle trouvée chez les cyanobactéries et les chloroplastes.(476) L'inhibition
indirecte de la transcription par le blocage de la traduction de ces sous-unités d'/ARN polymérase
semblait prometteuse.(404) En effet, il a été montré que le thiostrepton (un oligopeptide
antibiotique cyclique naturel) a permis de réduire l'expression de rpoB et de rpoC.(477) Des
résultats similaires ont été précédemment obtenus avec la doxycycline (un antibiotique
tetracycline), qui posseéde également une activit¢ d’inhibition de la synthése de nucléotides et
désoxynucléotides.(478) En effet, la doxycycline bloque spécifiquement I'expression du génome de
I’apicoplaste et engendre la perte des fonctions de 1’apicoplaste chez la descendance des parasites
traités. Ceci conduit a un effet antipaludique lent mais puissant.(412) Les mécanismes moléculaires
impliqués dans la régulation de 1’apicoplaste ne sont pas encore clairement compris. Néanmoins,
une approche protéomique a été utilisée pour analyser les changements d'expression des protéines
chez des schizontes de P. falciparum traités par de la doxycycline.(479) Selon les méthodes
utilisées, le niveau d’expression de 30 a 40 protéines pourrait étre affecté de maniere significative.
Cependant, un traitement au thiostrepton n’engendre pas l'effet de mort retardée, la disparition de
I’apicoplaste et de la mitochondrie dans le premier cycle engendre 1’arrét du stade trophozoite.(480)
Cet effet immédiat peut étre di a une deuxiéme cible thérapeutique, telle que la mitochondrie. (481,
482) La rifampicine (antibiotique) réduit également I'expression de rpoB et la transcription de rpoC
sans effet de mort retardee.(477, 480) Toutefois, il faut noter que la rifampicine ne cible pas la

traduction des sous-unités de I'ARN polymerase, mais se lie de fagon covalente a la sous-unité béta
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inhibant ainsi I’initiation de la transcription de I’ADN bactérien et la formation de I’ensemble des

ARN messagers (ARNm), des ARN de transferts (ARNTt) et des ARN ribosomiaux (ARNT).

Toutes ces études montrent que le ciblage de la traduction ou de la transcription engendrent
des effets phénotypiques différents. Ceci peut s’expliquer par le fait que les molécules utilisées
possederaient une autre cible en plus de 1’apicoplaste (ex : thiostrepton) ou que I’ARN transmis par
I’apicoplaste est utilis¢ a I’extérieur de I’organite. Dans un ouvrage récent, il a été suggéré que le
phénomene de mort retardée peut-étre explique grace aux processus de survie de la
mitochondrie.(483) En effet, ’ARN de transfert formylméthionine (fMet) est utilisé comme
amorceur d’acide aminé pour la traduction de I’ADN dans 1’apicoplaste, mais aussi dans la
mitochondrie. C’est pourquoi, 1’arrét de la distribution du fMet vers ’apicoplaste serait critique
pour I’initiation de la traduction de I’ADN de I’apicoplaste et de la mitochondrie. En supposant que
les sous-unités de I’ARN polymérase soient toutes présentes dans ce cycle de vie, I’inhibition de la
traduction de I’ADN pourrait causer la mort retardée, alors que I’inhibition de la transcription de
I’ADN aurait un effet immédiat. Cependant, il a été postulé, que lors du stade érythrocytaire, la
seule fonction essentielle de I'apicoplaste serait la biosynthése des isoprénoides(421), suggérant que

la production de fMet ne serait pas essentielle pour I’initiation de la traduction mitochondriale.

11.1.5.4.2.4.5.3. Traduction de ’ARN

Dans P. falciparum, la plupart des antibiotiques, provoquant un phénomene de mort
retardée, inhiberaient la traduction et interagiraient avec le ribosome de 1’apicoplaste.(482) Leur
mode d'action serait en relation avec une inhibition de I'allongement des peptides naissants. Ils
interagiraient avec ces peptides (entre les sous-unités) a la sortie du tunnel du ribosome.(484)
Récemment, la compréhension des mécanismes de traduction des protéines chez Plasmodium, et
notamment sur les traductions nucléaire, apicoplastique, et mitchondriale, a été réecemment

résumeée.(485)

De nombreux médicaments possedent une action spécifique sur la traduction de I’ADN de
I’apicoplaste, certains d’entre eux ayant déja été utilisés. Par exemple, chez T. gondii, la
clindamycine interagirait avec les grandes sous-unités de I'ARNr de l'apicoplaste(486), et trés
probablement avec la grande sous-unité 23S de I'ARNr chez P. falciparum. La clindamycine a été
utilisée pour traiter le paludisme chez I'Homme, souvent en combinaison avec d'autres meédicaments
comme la fosmidomycine(487) ou la combinaison fosmidomycine / artésunate. L'azithromycine,

agirait de la méme maniere que la clindamycine, mais par interaction avec la protéine ribosomique
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L4 de I’apicoplaste de P. falciparum (PfRpl4). L’étude de deux lignées résistantes a 1’azithromycine
(7G8 et Dd2) ont révelé une mutation G76V sur la région de PfRp14, validant ainsi ce mécanisme
d’action.(488) Le thiostrepton, quant a lui, se lie a la sous-unité 23S de I’ARNr de I’apicoplaste de
P. falciparum(489, 490), notamment au domaine de la GTPase(491).

Le phénotype de mort retardée de la plupart des médicaments ciblant 1’apicoplaste a été
récemment exploité pour développer une approche a «haut débit» basée sur la détection de
luminescence (luciférase). Cette étude a permis d’identifier les cibles apicoplastiques de molécules
antipaludiques (et aussi pour d'autres apicomplexes), et notamment les médicaments ciblant la
traduction de I’ADN.(491) En comparant les phénotypes de mort retardée de 1"'azithromycine, qui
cible spécifiquement la traduction de I’ADN de 1’apicoplaste, il a été possible de révéler I’activité
antipaludique sur d’autres molécules. Lors d’une de ces études, un antibiotique vétérinaire, le
macrolide kitasamycine, a révélé un phénotype caractéristique de mort retardée et une action
perturbatrice de I’apicoplaste similaire a celle de 1’azithromycine. De plus cette molécule a révélé
une activité antipaludique in vitro de 1’ordre du nanomolaire (gamme basse). Un autre exemple, la
clarithromycine, avait montré des résultats prometteurs similaires, mais a révélé une moins bonne
activité antipaludique in vitro (gamme haute du nanomolaire). Une étude in vivo chez la souris
infectée par P. yoelii a permis de valider ces résultats. En effet, un traitement de trois jours de
kitamycine a la dose de 50 mg / kg a conduit a une réduction de 78 + 7% de la parasitémie. Bien
que ces résultats soient prometteurs, 1’efficacité de 1'azithromycine reste plus importante puisqu’a

une dose dix fois inférieure, la méme réduction de parasitémie a été observée.(491)

En conclusion, les processus de réplication, de transcription et la traduction de I’apicoplaste
représentent des cibles concretes pour le développement de médicaments anti-apicomplexes.
Neéanmoins, les différences de délai d’action des molécules (effet de mort retardée) devront &tre
prises en considération lors de développements futurs. En effet, les médicaments, causant la mort
immédiate du parasite, pourraient agir en dehors de 1’apicoplaste, notamment au niveau de la
mitochondrie. Il faut rester vigilant puisque 1’héte d’accueil posséde une mitochondrie, ce qui

pourrait engendrer des effets secondaires importants.

11.1.5.4.2.4.5.4. Molécules ciblant les processus moléculaires

Les processus moléculaires impliqués dans la réplication de I'ADN, sa transcription en
ARNt, ARNTr, et des ARNm et la traduction, offre une série complete de cibles qui peuvent étre

inhibées par différentes familles d'antibactériens. De nombreux médicaments comme les
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macrolides, les kétolides, les lincosamides, les oxazolidinones, les aminosides, et les tétracyclines,
utilisés dans le traitement des maladies infectieuses bactériennes peuvent interférer avec la synthese
des protéines en ciblant les ribosomes de I’agent pathogéne,(492) et pourraient étre utilisés comme
agents antipaludiques. 1l est désormais admis que les antibiotiques possédant une action
antipaludique agissent au niveau de l'apicoplaste du parasite.(482, 493) Différents groupes ont
étudié les ARNr comme cibles potentielles chez Plasmodium, ces différentes études ont permis de
montrer que le thiostrepton se lie aux grandes sous-unités ribosomiques de 1I” ARNr de
I'apicoplaste, (477, 489) la clindamycine agit sur les grandes sous-unité ribosomique de I’ARNr chez
T. gondii,(486) et la tétracycline se lierait aux petites sous-unités de I’ARNr mitochondrial et / ou
apicoplastique.(494) Néanmoins, il reste difficile d’évaluer si les antibiotiques agissent au niveau de
I'apicoplaste, de la mitochondrie, ou au niveau des deux organelles en méme temps. Dans le cas de
la novobiocine, un inhibiteur de la gyrase B chez les procaryotes, un effet plus important a été
relevé sur la réplication de I'ADN apicoplastique que sur I’ADN mitochondriale.(473) Pour la
plupart des autres médicaments, agissants sur le métabolisme de 1’ADN,(495) la spécificité pour
I’apicoplaste ou la mitochondrie reste difficile a vérifier. Dans la partie suivante, nous nous

intéresserons aux fluoroquinolones et plus particulierement a la ciprofloxacine et a ses dérivés.
11.1.5.4.2.4.5.4.1. La ciprofloxacine

En 1962, une des premieres quinolones(496, 497) fut synthétisée, 1’acide nalidixique. Cette
molécule est utilisée comme désinfectant, antiseptique et également comme antibiotique grace a son
pouvoir d’inhibition de ’ADN gyrase des bactéries. Dans les années 70, I'ajout d’un atome de
fluor(498) a permis d'augmenter la pénétration membranaire des quinolones, ces nouvelles
molécules ont été nommeées fluoroquinolones. La ciprofloxacine(499) est une fluoroquinolone

portant un groupement cyclopropyle sur 1’azote N1 du noyau quinoléine (Figure 41).

Figure 41 : Structure numérotée de la Ciprofloxacine
A la fin des années 1980, I’action antipaludique in vitro des quinolones et fluoroquinolones
a été démontrée chez P. falciparum.(500) Les valeurs de Clsg étaient de I’ordre de 50 uM. Chez les
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bactéries, ces molécules sont connues pour affecter I'ADN bactérien en ciblant les topoisomérases 11
et IV.(501, 502) Chez P. falciparum, le mode d’action de ces molécules a été étudié par
comparaison avec ceux connus chez les bactéries. A 1’époque, 1’apicoplaste n’avait pas encore été
découvert et I’on supposait alors que les quinolones et les fluoroquinolones agissaient au niveau de
la mitochondrie. Des combinaisons de ciprofloxacine et de tétracycline (inhibiteur de la synthése
des protéines ribosomales) ou de novobiocine (inhibiteur de la sous-unité B de I’ADN gyrase) ont
été testées afin de déterminer s’il existait un effet synergique entre ces molécules et ainsi permettre
de vérifier si D’action des quinolones et fluoroquinolones impliquait bien la gyrase
mitochondriale.(500) Les combinaisons testées ont révélé une action légerement additive a
96h.(500) Les auteurs ont conclu que ces résultats ne permettaient pas de réfuter I’hypothése de la
gyrase, néanmoins, il a fallu attendre la découverte de I'apicoplaste chez T. gondii et Plasmodium
spp. pour élucider le mode d'action de la ciprofloxacine.(12) Le mécanisme d’action proposé pour
la ciprofloxacine est I’inhibition de la réplication de I'ADN. La ciprofloxacine ciblerait la gyrase de
I’apicoplaste et conduirait ainsi a la formation d’apicoplastes anormaux et in fine a la mort retardée

du parasite.(405, 413)
11.1.5.4.2.4.5.4.2. Analogues de la ciprofloxacine

Mes travaux de Master 2 concernaient la synthése et la caractérisation d'analogues de la
ciprofloxacine (Figure 42).(503) La conception de ces nouvelles fluoroquinolones reposait sur une
double stratégie : une approche « prodrogue », par le remplacement du groupement acide
carboxylique par un ester éthylique, et une approche bioorganométallique, par I’introduction d’un

groupement ferrocénique a différents endroits de la ciprofloxacine.
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Figure 42 : Structures chimiques des molécules cibles

Le remplacement de I’acide carboxylique par un ester éthylique a été effectué¢ dans tous les
nouveaux composés. L’introduction du ferrocéne concerne les molécules 1, 2 et 3. L’analogue 1
résulte de D’alkylation du groupement pipérazine par un groupement ferrocenylméthyle. La
molécule 2 provient du remplacement du cyclopropyle par un ferrocenylméthyle. Dans le composé

3, la modification consiste au remplacement de la pipérazine par une diamine ferrocénique.

Les activités antipaludiques de ces nouvelles molécules (Tableau 5) ont été déterminées par
le groupe du Dr Bruno Pradines sur une souche CQ-sensible (3D7) et sur une CQ-résistante (W2),

en comparaison avec la chloroquine, la doxycycline, I’artésunate et la quinine.

Composé Clso (uM) apres 48h Clsp (uM) apreés 96h
3D7 W2 3D7 W2
1 2,70+ 0,4 3,80+£0,7 2,60+0,2 29004
2 1,74 £0,2 1,53+0,2 1,00+0,2 0,80+0,2
3 2,80+0,5 2,20+£0,9 3,20+£0,3 2,50+0,3
4 3,10+ 04 3,90+0,6 160+0,4 3,10+0,4
ciprofloxacine 45,90 £ 3,8 119,30+ 17,8 10,1+ 3,4 141+4.3
doxycycline 12,00+ 1,4 10,70+ 2,1 1,70+ 0,5 1,20+0,3
Clso (nM) apres 48h Clso (nM) apres 96h
3D7 W2 3D7 W2
CQ 19,00+ 4,0 480,00 + 50,0 21,00 +£3,0 462,00 + 57,0
artésunate 1,70+ 0,4 2,40 £0,7 2,00+£0,5 2,10+£0,8
quinine 186,00 £ 20,0 520,00 + 42,0 162,00 £ 22,0 456,00 + 61,0

Tableau 5 : Activité antipaludique in vitro des fluoroquinolones 1-4, de la ciprofloxacine, de la

doxycycline, de la CQ, de I’artésunate et de la quinine.

Les analogues de la ciprofloxacine ont révélé des activités de 1’ordre du micromolaire,
constantes quel que soit le degré de résistance des souches a la CQ. Ce résultat n’est pas surprenant
puisque la ciprofloxacine ne possede pas le méme mécanisme d’action que la CQ.
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Comparativement a la ciprofloxacine, cette étude a permis de montrer que le remplacement de
I’acide carboxylique par un ester éthylique engendre une augmentation de 1’activité d’un facteur 15
sur 3D7 et d’un facteur 30 sur W2, dés le premier cycle. Le remplacement du cyclopropyle par un
groupement ferrocénique permet un gain (2 fois) de l’activité antipaludique. D’autre part, les
molécules ont montré des activités supérieures a la doxycycline. 1l est a noter que les molécules 1 et
4 présentent des Clso similaires, suggérant que la molécule 4 pourrait étre métabolisee en molécule

1 par perte d’un ion métallocénylcarbénium stable.

Ces résultats montrent que la stratégie prodrogue est la contribution principale a
I’amélioration de 1’activité antipaludique de ces molécules. De plus, sous leur forme prodrogue, les
nouveaux composés présentent une lipophilie supérieure a celle de la ciprofloxacine.
L’augmentation de la lipophilie pourrait permettre une amélioration du passage membranaire, qui
est un facteur essentiel dans le développement de molécules antipaludiques visant I’apicoplaste. En
effet, le nombre important de membranes pourrait étre un frein a 1’accumulation des molécules
jusqu’a leur site d’action. Comme vu précédemment, les antibiotiques engendrent une mort
cellulaire retardée chez les apicomplexes. De facon surprenante, les nouveaux composés

n’engendrent pas cet effet.

Parmi les composés testés, le composé 2 présente la meilleure activité antipaludique et la
plus haute hydrophobicité. Cette molécule a donc été sélectionnée pour un criblage plus vaste sur

d’autres clones de sensibilité différente a la CQ (Tableau 6).

Clones Clso * écard type

2 (LM) ciprofloxacine doxycycline CQ quinine  artésunate

(M) (M) (nM) (nM)

(nM)

IMT 10500 2.36+1.1 748+9.4 13.3+38 51+18 3144101 3804

IMT L1 20+£04 41.3+6.4 8.4+17 250+48 543+71 1.7+0.6

IMT Vol 0.92+0.1 51.6+6.8 91+21 267+26 428+69  3.0+0.7

PA 132+0.1 455+ 2.4 129+40 284+46 571+158 20+05

FCR3 0.72+0.1 743%25 9.7+23 501+155 650+ 143 21+1.1

FCM29 0.44+0.2 456+ 15 11.06+25 508+63 58+125 19+05

IMT K2 1.35+0.3 80.8+5.8 149+36 523+89 6.7+59 1.8+0.7
100
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Tableau 6 : Activités antipaludiques du composé 2, de la ciprofloxacine, de la doxycycline,

de la chloroquine, de la quinine et de ’artésunate.

Le composé 2 présente une activité relativement constante quel que soit le niveau de
sensibilité a la CQ des clones étudiés. De maniere tout a fait intéressante, il est plus actif que la CQ
sur le clone FCM29 et au moins aussi actif que la quinine sur le clone FCR3. De plus, on peut noter
que D’activité antipaludique du composé 2 augmente d’un facteur variant de 10 & 100 fois par

rapport a celle de la molécule parente.

Les résistances croisées de la molécule 2 avec plusieurs médicaments antipaludiques ont été
évaluées. Sur la base des 9 clones testés, aucune résistance croisée n’a été observée ni avec la
ciprofloxacine (r* = 0,014), ni avec la doxycycline (r* = 0,052), ni avec la quinine (r* = 0,015), ni
avec I’artésunate (r* = 0,074). Une légeére résistance croisée est observée avec la CQ (r* = 0,421).
Ceci refléterait que les deux composés partagent des similitudes dans leur mode d’action et/ou dans

leur assimilation par le parasite.

L’interaction de la molécule 2 avec différents médicaments antipaludiques, a été¢ déterminée

grace a la méthode des isobologrammes (Figure 43).

1.4 "
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Figure 43 : Isobologrammes des interactions in vitro entre le composé 2 et la CQ, la quinine, la
méfloquine, la quinine, méfloquine, monodeséthylamodiaquine et dihydroartémisinine sur les

clones 3D7 et W2 de P. falciparum.

Chez le clone CQ-sensible 3D7, I’utilisation conjointe du composé 2 et des autres

antipaludiques est antagoniste. Chez le clone chloroquino-résistant W2, [I’analyse des
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isobologrammes montre que le composé 2 exerce un effet antagoniste avec la MQ, la MDAQ et la
DHA. Un faible effet additif est observé avec la CQ et la QN. Les différences de mode d’action des
médicaments et de la molécule 2 auraient pu engendrer un fort effet additif, cependant, cela n'a pas
été observé dans nos conditions expérimentales. Ces effets pourraient étre liés a une relation entre

les voies métaboliques possibles entre 1’apicoplaste et la vacuole digestive.

La toxicité des molécules 1 a 4 a été évaluée sur des splénocytes de souris. La molécule 2 est
plus toxique que la ciprofloxacine mais I’est moins que la CQ. Le composé 4 est moins toxique que

le composé 2, pour une activité 2 fois moindre.

Pour conclure, cette approche montre que la stratégie prodrogue a entrainé une augmentation
importante de l'activité antipaludique et que la stratégie bioorganométallique engendre une
amélioration supplémentaire de l'activité. Le mécanisme d’action de ces molécules devra étre étudié

afin de pouvoir concevoir de nouvelles molécules plus efficaces et moins toxiques.
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I. Introduction

Les essais cliniques effectués avec la FQ ont permis de montrer que ce candidat
médicament est bien toléré et présente une bonne activité sur tous types de souches ou isolats
de P. falciparum. Les études antérieures avaient permis de mettre en lumiere, la complexité
du mécanisme d’action de cette molécule. Dans ces travaux, nous avons congu et synthétisé
des analogues de la FQ pour tenter d’améliorer nos connaissances sur les mécanismes
permettant son activité. Ainsi, les propriétés physicochimiques de la FQ ont été étudiées,
particulierement ses propriétés rédox. D’autre part, nous avons étudié la localisation et les

mécanismes d’inhibition de la croissance du pigment malarique.

II. Mécanisme d’action
I1.1. Propriétés physico-chimiques de la FQ et de ses analogues
11.1.1. Préambule

Durant les premieres études sur la compréhension du mécanisme d’action de la FQ, la
contribution possible des propriétés rédox de I’atome de fer présent dans la FQ et de la
présence d’une liaison hydrogene intramoléculaire sur DP’activité¢ antipaludique avait été

évoquee(1-3).

Pour tenter de répondre a ces hypothéses, nous avons congu et synthétisé de nouveaux

analogues de la FQ.

Les propriétés rédox du ruthénocéne sont différentes de celle du ferrocene. Dans le cas
des dérivés ruthénium de 1’hydroxytamoxiféne, aucune activité¢ antiproliférative n’a été
observée.(4) Ceci a été supposé di a I’absence de production de ROS en présence de ce type
de molécules. La substitution de I’atome de fer par un atome de ruthénium a donc été réalisée
afin d’évaluer I’importance des propriétés rédox du fer mais en conservant la présence du

métallocene dans la chaine latérale de la molécule.

L’introduction de différents substituants sur I’azote en position 11 de la FQ a permis
d’évaluer I’influence de la lipophilie des molécules sur I’activité antipaludique.(2) Aucune
corrélation entre 1’évolution de la lipophilie et ’activité antipaludique n’avait pu étre établie.
C’est pourquoi, il avait été suggéré que la diminution d’activité de cette série de molécules
pourrait étre due a une autre propriété de la molécule. Nous avons suggéré que la FQ pourrait
posséder une conformation repliée dans laquelle existerait une liaison hydrogene
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intramoléculaire. La substitution de I’azote en position 11 devrait empécher la formation de
cette liaison et ainsi nous permettre d’étudier I’influence de ’absence de cette liaison sur
I’activité antipaludique. Nous avons choisi de substitué 1’azote 11 par un groupement méthyle

afin de limiter I’apport de lipophilie. La molécule a ét¢ nommée ferroquine méthylée (FQ-
Me).

L’analogue suivant, la ruthénoquine méthylée (RQ-Me) posséde les deux
modifications, c'est-a-dire le remplacement de 1’atome de fer par un atome de ruthénium et la
substitution de 1’azote 11 par un groupement méthyle. Cette molécule ne devrait pas former
de liaison hydrogéne intramoléculaire et ne devrait pas étre capable de produire des especes

réactives de I’oxygene (ROS) dans les conditions oxydantes de la vacuole digestive.

|\ Fe H‘N—/ |\ Ru CHj
cl v & C'“Q——§ cl v &
N=
FQ-Me RQ RQ-Me

Figure 44 : Structures chimiques de la FQ-Me, de la RQ et de la RQ-Me

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude des propriétés
physicochimiques qui nous semblaient importantes pour 1’activité antipaludique : (i)
I’influence de la structure sur la lipophilie, les constantes d’acidité et les degrés d’ionisation
de ces analogues ; (ii) liaison hydrogene intramoléculaire ; (iii) leur capacité a générer des
radicaux hydroxyles (HO®) in vitro dans les conditions oxydantes de la vacuole digestive. La
perméabilité de ces analogues pourra étre prédite grace a la détermination des pourcentages

d’ionisation des formes diprotonées, monoprotonées et neutres.

[1.1.2. Constantes de dissociation acide et lipophilie

Nous avons ¢étudi¢ I’influence des modifications structurales sur la
lipophilie/hydrophobicité des analogues. Les coefficients de distribution (logD) ont été
détermineés par une méthode HPLC au pH cytosolique (7,4) et au pH vacuolaire (5,2) en
collaboration avec le Dr. Forfar au laboratoire de pharmacochimie de I’Université Victor

Segalen de Bordeaux 2 (EA 4138).
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Composés  logDs » logD7 4 PKa1 PKa2
CQ -1,20 0,85 10,03 7,94
FQ -0,77 2,95 8,45 7,00
FQ-Me -0,56 3,04 8,80 7,05
RQ -0,73 3,35 7,97 6,99
RQ-Me -0,04 3,60 9,20 7,18

Tableau 7 : Coefficients de distribution (logD) et constantes de dissociation acide (pKa) de la
CQ, FQ, FQ-Me, RQ et de la RQ-Me.

Les pourcentages d’ionisation des formes diprotonées, monoprotonées et neutres des
analogues ont été déterminés grace a 1’équation de Henderson-Hasselbach a partir des valeurs

de pKa obtenus par potentiométrie.

Les calculs sont détaillés ci-dessous avec la FQ pour exemple :
FQ.HCI + H,0 = FQ + H;0'CI’

Ka1 = ([FQI*[H30"])/[FQ.HCI]

PKa1 = pH - log ([FQI/[FQ.HCI])

et

FQ.2HCI + H,0 > FQ.HCI + H;0*CI

K2 = ([FQ.HCI]*[HsO+])/[FQ.2HCI]

pKaz2 = pH - log ([FQ.HCI}/[FQ.2HCI])

PKa + PKaz = 2pH - log ([FQY/[FQ.2HCI]) = 2pH + log[FQ] — log[FQ.2HCI]
log([FRY/[FQ.2HCI]) = 2pH —pKa1 — pKaz > ([FQY[FQ.2HCI]) = 10 * (2pH —pKa1 — pKay)

log([FQ)/[FQ.HCI]) = pH — pK.1 > ([FQJ/[FQ.HCI]) = 10 ”* (pH — pKay)
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pH=520u74

pKai = 8,45

pKa2 = 7,00

% forme diprotonée = ([FQ.2HCI] / ([FQ] + [FQ.HCI] + [FQ.2HCI])) * 100

% forme diprotonée = 100 * (1/ (1 + ([FQ.HCI]/[FQ.2HCI]) + ([FQ]/[FQ.2HCI])
% forme diprotonée =100/ (1 + (10 ™ (2pH —pKa1 — pKa2)) + (10 ™ (pH — pKa1)))
et

% forme monoprotonée = ([FQ.HCI] / ([FQ] + [FQ.HCI] + [FQ.2HCI]) * 100

% forme monoprotonée = ((([FQ.2HCI] / ([FQ] + [FQ.HCI] + [FQ.2HCI])) *
([FQ.HCIJ/[FQ.2HCI])) * 100

% forme monoprotonée = % forme diprotonée * 10 ” (pH — pKa1)
et
% forme neutre = ([FQ] / ([FQ] + [FQ.HCI] + [FQ.2HCI])

% forme neutre = 100 - % forme monoprotonée - % forme diprotonée

% de formes présentes a pH 5,2 % de formes présentes a pH 7,4
Composés 2+ (charge) 1+ 0 2+ 1+ 0
CQ 100,00 0,00 0,00 99,70 0,23 0,07
FQ 99 ;94 0,06 0,00 76,16 6,79 17,05
FQ-Me 99,97 0,03 0,00 88,58 3,53 7,89
RQ 99,83 0,17 0,00 50,99 13,73 35,28
RQ-Me 99,99 0,01 0,00 95,96 1,52 2,52

Tableau 8 : Pourcentages d’ionisation de la FQ, la FQ-Me, la RQ, la RQ-Me et la CQ a pH
52etapH7,4.
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Tous les composes sont fortement hydrophiles au pH vacuolaire (5,2) et sont
majoritairement sous leur forme diprotonée. A ce pH, la lipophilie de ces analogues peut étre
classée comme suit RQ-Me > FQ-Me > RQ > FQ > CQ. Au pH vacuolaire, les différences
entre les coefficients de distribution sont faibles. De plus, le remplacement de I'atome de fer
de la FQ par un atome de ruthénium dans la RQ n’a pas d’influence sur la lipophilie des

molécules.

Au pH cytosolique (7,4), en dehors de la CQ, tous les composés sont significativement
lipophiles. Le classement de lipophilie suit cet ordre : RQ-Me > RQ > FQ-Me > FQ.
Contrairement a ce qui a été observé au pH vacuolaire, le remplacement de 1’atome de fer
dans la FQ et la FQ-Me par un atome de ruthénium dans la RQ et dans la RQ-Me, engendre
une augmentation de la lipophilie d'un facteur 3. Cette augmentation peut se justifier par le
fait que I’atome de ruthénium (électronégativité selon Pauling : EN = 22) est plus
électronegatif que le fer (EN = 1,8). De ce fait, les liaisons Ru-C (AEN = 0,35) du
ruthénocene sont moins polarisées que celles Fe-C (AEN = 0,75) du ferrocéne. D’autre part, le
volume (plus important) de 1’atome de ruthénium par rapport a celui de I’atome de fer pourrait

également justifier cette ¢lévation d’hydrophobicité.

De plus, a ce pH (7,4), les degrés d'ionisation doivent étre pris en considération car les
deux composés méthylés FQ-Me et RQ-Me sont majoritairement diprotonés alors que FQ et
RQ présentent des pourcentages non négligeables de leurs formes neutres et monoprotonées.
La présence du groupement méthyle donneur sur 1’azote 11 engendre 1’augmentation de la
valeur de pKy (la constante de dissociation acide du groupe amine de la chaine latérale) de

ces deux composes.

[1.1.3. Liaison hydrogéne intramoléculaire

Le caractére lipophile de la FQ et de ses analogues est 1’une des hypotheses avancees
pour tenter d’expliquer leur haute activité antipaludique par rapport a celle de la CQ. La
formation d’une liaison hydrogene intramoléculaire pourrait également participer a I’activité
de la FQ par I’adoption d’une conformation particuliére. Pour tenter de répondre a cette
hypothése, nous avons donc étudié la conformation de la FQ, de la RQ, de la FQ-Me et de la
RQ-Me par calculs DFT en utilisant la fonctionnelle B3LYP et le set de base TZVP. La
fonctionelle B3LYP est une fonctionnelle hybride, c'est-a-dire qu’elle posséde une partie
d'échange basée sur la méthode de Hartree-Fock (HF) dépendante des orbitales alors que la
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partie de corrélation est basée sur une autre approche (soit issue de méthodes ab-initio, soit
(semi-)empirique). Le set de base TZVP repose sur un modéle ab-initio et correspond a une
base comportant trois fonctions de base par orbitale atomique de valence. En effet, comme les
différentes orbitales ont des développements spatiaux différents, la combinaison permet
d’ajuster le développement spatiale de la densité¢ électronique de manicre appropriée a
I'environnement du systéme chimique étudié. Nous avons choisi de travailler par calculs DFT
car ils permettent d’obtenir rapidement et a moindre colt, des résultats d’une grande

précision, proches de ce qui pourrait étre obtenu par calculs post-Hartree-Fock.

Dans le vide, les conformations d'énergie minimale pour la FQ neutre et la RQ neutre
sont similaires et mettent en évidence la présence d’une liaison hydrogéne intramoléculaire
entre I’hydrogéne porté par ’azote 11 (H11) et I’azote 24 (N24) (Figure 45). La liaison
d'’hydrogéne intramoléculaire est légérement plus forte dans la FQ que dans la RQ, la

différence d'énergie étant de 1,4 kcal / mol.

-

FQ

Figure 45 : Conformation de plus basse énergie de la FQ (ou RQ) obtenue aprés minimisation

(les atomes d’hydrogénes ne sont pas représentés)(5)

La présence des groupes méthyles dans la FQ-Me et la RQ-Me engendre une
modification de l'orientation de la chaine latérale portant I’amine par rapport au noyau

quinoléine (Figure 46).
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FQ-Me

Figure 46 : Conformation de plus basse énergie de la FQ-Me (ou RQ-Me) obtenue apres

minimisation (les atomes d’hydrogénes ne sont pas représentés)(5)

Par rapport a la FQ (et la RQ), le groupement métallocénique encombrant est orienté

de maniere a minimiser les interactions stériques et électroniques avec le noyau quinoléine.

Les surfaces des potentiels électrostatiques moléculaires (PEM) ont été estimées
(Figure 47) pour les deux molécules par calcul du PEM des surfaces des composes. Le code
de couleurs utilisé est conventionnel : les potentiels électrostatiques négatifs sont présentés en
rouge, et les potentiels électrostatiques positifs sont présentés en bleu. Le vert indique des

surfaces ou les potentiels sont proches de zéro.
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FQ FQ-Me

Figure 47 : Surfaces des potentiels électrostatiques moléculaires de la FQ et de la FQ-
Me(5)

Le potentiel négatif est localisé sur la position occupée par I’azote du noyau
quinoléine. La zone entre les méthyles et les cycles cyclopentadiényles présente le potentiel le
plus positif. Les aires de surfaces polaires (PSA) ont été évaluées a 14 A2 pour FQ et a 10 A2
pour FQ-Me. Ces analyses suggeérent que la FQ et la RQ sont susceptibles de présenter une
liaison hydrogene intramoléculaire (dans les milieux possedant une constante diélectrique

faible) alors que la FQ-Me et la RQ-Me n’en sont pas capables.

Les prédictions de cette étude ont été vérifiées expérimentalement par résonnance
magnétique nucléaire (RMN) en solution. Aprés avoir fait une attribution compléte des
signaux RMN *H, *3C et ®N. Les interactions non covalentes ont été étudiées par deux types
d’expériences : NOESY (= Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY) et HMBC (=

Heteronuclear Multiple Bond Correlation).

L’expérience NOESY est une expérience 2D homonucléaire. Elle permet de visualiser
I’interaction dipolaire entre protons (nuclear overhauser effect, NOE). Un signal NOE est
observé si la distance entre les protons est inférieure a SA. L expérience NOESY corréle tous
les protons qui sont proches 1’un de 1’autre. On peut alors observer une corrélation entre des
protons qui sont distants d’un point de vue scalaire mais proches dans I’espace. L’expérience

HMBC est une expérience 2D hétéronucléaire. Les signaux observes sur un spectre HMBC
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représentent des couplages scalaires a travers 2, 3 ou 4 liaisons. Chaque signal correspond a la

corrélation entre un "H et un hétéroatome (ici 1’azote *>N) séparés par 2, 3 ou 4 liaisons.

Pour la RQ sous forme neutre, les déplacements chimiques de N24 et H11 sont
corrélés avec ceux obtenus lors des expériences RMN °N-HMBC, démontrant ainsi la
présence d'une liaison hydrogene intramoléculaire en solution a faible constante diélectrique
(CDCls3, € = 4,81). En outre, des expériences NOESY ont permis de confirmer que la RQ
neutre adopte une conformation repliée. En effet, cette conformation particuliere a été validée
par la présence de NOE entre H5 et les groupes méthyles terminaux, entre H3 et H12, et par
I'absence de NOE entre H5 et H12, et entre H3 et H11.

Des expériences NOESY ont également été menées dans ds-pyridine a faible
concentration et a température plus élevée (343 K) a 400 MHz. Dans ces conditions
expérimentales, aucune différence dans les spectres NOESY n’a pu étre observée, confirmant
ainsi que les NOEs observés précédemment étaient bien intramoléculaires et non
intermoléculaires. Des observations similaires avaient été faites sur la FQ. Cependant, en
milieu aqueux (D,0), des expériences ROESY ont montré que la FQ diprotonée ne présente
pas cette conformation repliée et ne possede pas de conformation fixe. En effet, seuls des
ROEs entre H3 et H12 et entre H5 et H12 ont été observés.

D'autre part, il est attendu que la FQ-Me et la RQ-Me ne sont pas capables d'établir
une liaison hydrogéne intramoléculaire. Aprés attribution compléte des spectres RMN *H et
13C en solution de la FQ-Me et de la RQ-Me, des expériences COSY, **C-HSQC, **C-HMBC,
et NOESY ont été réalisées en solution. Les résultats obtenus sont identiques pour la FQ-Me
et pour la RQ-Me, ¢’est pourquoi je ne détaillerai que les résultats obtenus avec la FQ-Me. En
solution dans le CDClIs;, des NOEs ont été observés entre H5 et H27, entre H3 et H27, entre
H12 et H5, et entre H12 et H3. Ces résultats montrent clairement que la liaison C4-N11 n'est

pas bloquée (contrairement aux observations faites avec la FQ et la RQ).

27

HaCo ) 25
|
CHj3

4\ Fe

|
Cl N” @

Figure 48 : Numérotation sélective de la FQ-Me
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Figure 49 : Spectre NOESY de la FQ-Me

Les déplacements chimiques des atomes d’azote ont été déterminés indirectement
grace & des expériences de ®N-HMBC, qui permettent de compenser la faible sensibilité et
I'abondance naturelle de ce noyau. Les cing composés étudiés CQ, FQ, RQ, FQ-Me et RQ-Me
peuvent étre séparés en deux groupes. La liaison hydrogéne est observée dans le premier (CQ,
FQ, et RQ) et est absente dans le second (FQ-Me et RQ-Me). Ces deux groupes présentent
des déplacements chimiques différents. La présence de la liaison hydrogéne conduit a un effet
de blindage sur N1 (16 ppm) et un effet de déblindage sur *>N11 (environ 15 ppm) et sur *°N
de la chaine latérale (environ 5 ppm). Ces expériences de RMN confirment les résultats de
I'étude de calculs conformationnels, ce qui démontre que la FQ et la RQ présentent bien une

liaison hydrogeéne intramoléculaire dans des solvants non aqueux.

La combinaison des calculs théoriques et des expériences de RMN nous ont permis de
démontrer clairement que la liaison hydrogéne intramoléculaire formée entre H11 et N24 de
la FQ (ou RQ) n'est pas présente dans I'eau lorsqu’elle est sous sa forme diprotonée. Pour la
FQ et la RQ, il existe une conformation « fermee », formée par la mise en place d'un systeme
cyclique temporaire, ou les groupements polaires sont masqués par le solvant. Pour la FQ-Me
et la RQ-Me, il existe seulement des conformations « ouvertes » ou les groupements polaires

sont exposes au solvant.

Au pH cytosolique (7,4) nous avons montré que la FQ et la RQ se trouvent sous leur
forme neutre, monoprotonée et diprotonée alors que la CQ se trouve principalement sous sa

forme diprotonée.
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Récemment, 1’é¢tude de la littérature a permis de mettre en évidence le fait que la
présence de liaisons hydrogenes intramoléculaires est essentielle dans le développement de
nouvelles molécules & visée thérapeutique.® En effet, des études de RMN ont permis de
montrer que lorsqu’une molécule est dans une conformation faisant intervenir une liaison
hydrogene intramoléculaire, alors le nombre de rotation possible est diminué, ce qui permet
de réduire I’entropie et de stabiliser cette conformation. D’autre part, cette conformation serait
potentiellement moins polaire et donc plus soluble dans les lipides, en raison du fait que les
atomes donneurs d’hydrogéne et les atomes accepteurs de liaison hydrogeéne ne seraient plus

disponibles pour interagir avec les molécules d’eau.

Des résultats similaires ont été rapportés dans des travaux récents. En effet, un
comportement analogue a été rapporté pour des agonistes des récepteurs NK1(6) et pour des
peptides cycliques(7). Toutefois, il est important de noter que ces exemples impliquent tous
des cycles a six chainons alors que nos molécules impliquent des cycles a sept chainons. La
FQ et la RQ représenterait donc une nouvelle classe. De plus, contrairement aux cycles a six

chainons qui sont plans(8), les cycles contenus dans la FQ et dans la RQ ne le sont pas.

Nous supposons donc que les formes « fermées » de la FQ et de la RQ devraient donc
posséder une meilleure perméabilité membranaire que les formes « ouvertes » de la FQ-Me et
de la RQ-Me. D’autre part, la liaison hydrogéne intramoléculaire présente dans ces molécules
possede une énergie relativement faible, ce qui permet la balance entre les formes neutres de
la FQ (ou de la RQ) et les formes diprotonées de la FQ « 2HCI (ou la RQ « 2HCI).(3)

Au pH cytosolique, la molécule est donc sous sa forme «fermée » et peut donc
traverser aisément la membrane de la vacuole digestive. Des son accumulation dans le
compartiment acide, la molécule se trouve dans sa forme « ouverte » diprotonée et n’est plus

capable de traverser de nouveau la membrane, réduisant ainsi 1’efflux.
[1.1.4. Propriétés rédox

11.1.4.1. Génération de radicaux hydroxyles

Sous des conditions oxydantes proches de celles de la vacuole digestive, il a été
montré que la FQ est capable d’engendrer la production de radicaux hydroxyles par réaction

de type Fenton.
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Nous avons émis ’hypothése que la substitution de I’azote N11 par un groupement
méthyle ne devrait pas affecter la capacité de la molécule a produire des radicaux hydroxyles
en conditions oxydantes. En revanche, dans les conditions oxydantes de la vacuole
digestive(9, 10), les molécules dont I’atome de fer a été remplacé par un atome de ruthénium
ne devraient pas étre capables d’engendrer la production de radicaux HO®. Pour vérifier ces
hypothéses, des expériences de piégeage de spin (ou spin trapping) par résonnance
paramagnétique électronique (RPE) ont eté réalisées sur la RQ, la RQ-Me et la FQ-Me (toutes
a lmM).

L'agent de piegeage utilisé pour suivre la production de radicaux HO® est le 5,5-
diméthyl-1-pyrroline N-oxyde (DMPO). Les conditions d'oxydation ont été induites par
addition d’une solution d'H,0; (30%) afin d’obtenir des concentrations finales a 1 et 15 mM.
La concentration d’H,O, vacuolaire correspondrait a 15 mM.(10) D’autre part, le pH de la
vacuole digestive du parasite étant acide (5,2), seul les especes diprotonées ont été testées lors

de ces analyses.

Parmi les trois espéces testées, seule la FQ-Me affiche un spectre quadruplet
d’intensité 1:2:2:1 avec des constantes de couplages hyperfines, ay = ay = 13,2 G (Figure 50).
Ce type de profil est caractéristique du piégeage de radicaux hydroxyles par le DMPO.

T T T T T T
3400 3420 3400 3420 3420 3500 3

Champs magnétique (G)

Figure 50 : Spectres RPE de piégeage de radicaux a température ambiante dans I’eau (a) FQ-
Me * 2HCI (1mM), H,0, (1mM) (b) FQ-Me « 2HCI (1mM), H,0, (15mM), (c) simulation de
(b) avec ay=an=13,2 G.

Ces résultats spectroscopiques mettent en évidence la formation du produit d'addition
de I’agent de piégeage avec les radicaux hydroxyles, DMPO-OH®. L’absence de signal dans

les spectres réalisés avec la RQ et la RQ-Me, montre que les dérivés ruthénocenes ne sont pas
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capables de générer la formation de radicaux HO® dans les conditions oxydantes proches de

celles de la vacuole digestive.

Les radicaux HO®° formés par la FQ-Me diprotonée au cours de la réaction de type
Fenton ont été quantifiés par double intégration de spectres RPE, c'est-a-dire en intégrant
deux fois le spectre RPE différentiel mesuré sur [’intervalle entier. Le 2,2,6,6-
tétraméthylpipéridinyl-1-oxyle (TEMPO) a été utilisé comme référence d'intensité a une
concentration de 0,1 mM dans le méthanol. La quantité de radicaux HO® a été estimeée a 0,6 et
3,5 pM pour la FQ-Me-2HCI, en présence de 1 et 15 mM de H,0,, respectivement. Ces
résultats sont conformes a ceux obtenus précédemment pour FQ-2HCI.(1) L’introduction d’un
groupement méthyle sur I’atome N11 n’a donc pas d’influence sur la capacité de la molécule

a engendrer la production de radicaux HO® via des réactions de type Fenton.

11.1.4.2. Comportements électrochimiques
11.1.4.2.1. FQ-Me

Précédemment le comportement électrochimique de la FQ a été reporté pour ses
formes neutre et diprotonée.(1) Il avait été montré par voltamétrie cyclique que la FQ peut

subir une oxydation réversible a un électron et ainsi conduire au ferriquinium.

L’oxydation de la FQ-Me en « méthylferriquinium » a été étudiée par voltamétrie
cyclique au laboratoire de Chimie Organique et Macromoléculaire (Université Lille 1). Les

mesures électrochimiques ont été faites en comparaison avec celles obtenues pour la FQ.

Les mesures de potentiels (AE,) et de potentiels de demi-vague E1/, des composés ont

¢té réalisées dans 1’acétonitrile (Tableau 9).

Composé E1ip, mV AE,;, mV
FQ 461,5 63
FQ-Me 431,0 62

Tableau 9 : Potentiels de demi-vague E;; et différences de potentiel d’¢électrode AE, des
composés (1 mM, 100mV/s).
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La différence entre les potentiels d’oxydation et de réduction souligne la réversibilité a
un électron de la réaction. Comme pour la FQ, la valeur (relativement) élevée du potentiel de

demi-vague E;, reflete une certaine résistance a la perte d’électrons (Figure 51).
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Figure 51 : Voltamogrammes de la FQ et de la FQ-Me

La FQ-Me présente donc la méme capacité que la FQ a subir une réaction d’oxydation

réversible a un électron et peut ainsi former le méthylferriquinium.

11.1.4.2.2. RQ et RQ-Me

Pour des raisons de solubilité, 1’étude électrochimique de la RQ et de la RQ-Me a été
réalisée dans du dichlorométhane. Cependant, lors des expériences de voltamétrie cyclique,
nous avons ¢été¢ confronté a des problemes d’¢lectroprécipitation. De ce fait, des calculs DFT
ont été utilisés pour tenter de comprendre le comportement électrochimique de la RQ sous
formes neutre et diprotoné. Les énergies des différents états d'oxydation ont été calculées en
utilisant la fonctionnelle B3LYP(11, 12) et le set de base TZVP(13). Les résultats ont montré
que la RQ diprotonée présente une plus grande resistance a la perte d'électrons que la FQ
diprotonée (AE12 = E12 (RQ) - E12 (FQ) = 0,92 V). Les mécanismes d’oxydation auront donc
lieu a des potentiels plus élevés pour la RQ et donc la probabilité pour que la RQ perde un

électron est plus faible.

11.1.4.5. Conclusion sur les propriétés rédox

La différence majeure entre la FQ, la FQ-Me, la RQ et la RQ-Me est l'incapacité des
complexes Ru (I1) a générer des radicaux hydroxyles dans les conditions oxydantes de la

vacuole digestive. Il convient donc de noter que les propriétés d'oxydo-réduction du ferrocéne
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et du ruthénocene different totalement.(4, 14) Le ferrocéne est connu pour subir facilement
une oxydation a un électron pour donner du Fe (III) alors qu’il a été suggéré que le
ruthénocéne subit une oxydation a deux électrons pour donner du Ru (1V).(15) Bien qu'il ait
été démontré que le Ru (I11) peut étre formé, la vulnérabilité de ce complexe envers les
attaques nucléophiles engendre rapidement la formation de Ru (IV).(15) Les calculs DFT
réalisés durant ce travail, montrent que la RQ diprotonée présente une plus grande résistance a
la perte d'électrons (A Ei» = 0,92 V) que la FQ diprotonée. Ces différences de propriétés
rédox peuvent expliquer I’absence de formation de radicaux hydroxyles par la RQ et la RQ-

Me.

I11.1. Activités antipaludiques, résistances et cytotoxicité
I11.1.1. Activités antipaludiques

Les activités antipaludiques de la FQ, la FQ-Me, la RQ et la RQ-Me ont été comparées
avec celles de la CQ, la méfloquine (MQ) et la dihydroartémisinine (DHA). La détermination
de ces valeurs a été réalisée par le Dr Bruno Pradines (Unite de parasitologie - IRBA Antenne

de Marseille).

La FQ et la RQ présentent des valeurs de Clso similaires. En fait, la RQ posséde une
activité légerement inférieure a celle de la FQ mais qui reste supérieure a la CQ et la MQ. La
RQ est environ 1,4 fois moins active que la FQ. Cette différence pourrait étre imputée a

I’absence de production de radicaux hydroxyles dans le cas de la RQ.

© 2012 Tous droits réservés.

Composés Clsp £ EC (nM)
3D7 D6 8425 Bres W2 K14
38+0,9 52+0,6 6,5+0,6 2,3+2,0 6,4+1,0 128+2,0
FQ-Me 99,8+20,3 819+105 528+47 | 201,4+150 2009+53 200,0+91
55+14 6,3+1,3 74+10 41+15 82+18 16,3+ 34
RQ-Me 16,9+ 3,0 158+4,0 375+132 20,2+8,9 30,8+5,5 63,7 £8,7
21,3+6,3 23,0+4,9 255+71 | 442,6+87,0 4853+76,0 648,6+131

Tableau 10 : Sensibilités in vitro de 3 clones CQ-sensibles et 3 clones CQ-résistants aux

analogues de la FQ. Moyennes sur 5 expériences indépendantes.

La FQ-Me a une activité au moins 15 fois inférieure a celle de la FQ sur tous les
clones de P. falciparum. Cependant, la FQ-Me conserve une activité supérieure a la CQ sur
les clones CQ-résistants.
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Figure 52 : Activités antipaludique in vitro de la CQ, FQ, RQ, FQ-Me et RQ-Me sur quinze

clones CQ-sensibles et CQ-résistants.

La CQ, la FQ, la FQ-Me, la RQ, et la RQ-Me ont été testées in vitro sur quinze
souches de P. falciparum. Les moyennes géométriques des valeurs de Clsg et l'intervalle de
confiance a 95% sont 6,4 nM (4,09-8,04) pour FQ, 126,4 nM (94-170) pour FQ-Me, 9,2 nM
(7,2-11,6) pour RQ, 26,1 nM (20,6- 33,0) pour RQ-Me, et 157 nM (76-325) pour CQ. La
différence de réponse entre la FQ et la RQ est significative ( p-value = 0,0007). D’autre part,
toutes les différences, entre les réponses des cing composés, sont significatives (0,0007<p-
value<0.0468).

La FQ et la RQ sont plus actives in vitro que la CQ, méme lorsqu'il s’agit de souches
CQ-sensibles. Cette différence pourrait provenir d’une amélioration du transport membranaire
engendrée par leur caractére lipophile, mais aussi par la présence d’une liaison hydrogene

intramoléculaire plus stable que dans le cas de la CQ.

111.1.2. Résistances
11.1.2.1. Résistances croisées

La résistance croisée est définie comme étant la résistance du parasite a un
médicament, auquel il n’a pas été exposé mais qui résulte d’une résistance acquise envers un
autre médicament. L’évaluation de la résistance croisée entre différents composés peut étre
estimee grace au coefficient de corrélation (r) et au coefficient de détermination (r?) calculés
grace aux valeurs de Clsp des deux molécules. Les résistances croisées in vitro ont été
déterminées grace a la corrélation des valeurs de Clsy pour les 15 souches de P. falciparum,

en comparant les molécules par paire (I’une en fonction de I’autre) (Tableau 11).
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FQ FQ-Me RO RQ-Me CcQ
FQ r 1
p-value
FQ-Me r -0.0353 1
p-value 0.9007
RQ r 0.9586 0.0859 1
p-value 0.0001 0.7608
RQ-Me r 0.6126 0.3352 0.5848 1
p-value 0.0152 0.222 0.022
CQ r 0.1077 0.8006 0.2 0.4747 1

p-value 0.7024 0.0003 0.4749 0.0738

Tableau 11 : Corrélation des réponses in vitro obtenues d’apres les valeurs des Clsg de la CQ,
FQ, RQ, FQ-Me et RQ-Me testés sur 15 souches de P. falciparum.

Une correélation positive significative a été trouvée entre les valeurs de Clsg de la FQ et
la RQ, entre la FQ et la RQ-Me, entre la FQ-Me et la CQ, et entre la RQ et la RQ-Me. Une
corrélation positive entre les valeurs de Cls; de deux médicaments antipaludiques peut
suggérer soit le risque d’apparition d’une résistance croisée soit I’existence de mécanismes
d'action communs. Pour pouvoir suggérer des mécanismes d'action ou de résistance similaires
pour deux composeés, le coefficient de détermination doit étre élevé, comme celui déterminé
entre la FQ et la RQ (r2 = 0,96).

111.1.2.2. Génes impliqués dans la résistance de P. falciparum

Plusieurs mutations du génome de P. falciparum ont été décrites comme
prépondérantes dans les problemes de résistances rencontrés avec les thérapies quinoléiques
antipaludiques. En collaboration avec le Dr Christophe Rogier, nous avons étudié les
corrélations entre les Clso des différentes molécules étudiées avec le polymorphisme des
génes suivants : pfcrt ( P. falciparum chloroquine resistance transporter) codant pour
Pfcrt(16), pfmdrl ( P. falciparum multidrug resistance 1) codant pour pfmdrl ou Pghl,(17,
18) pfmdr2 ( P. falciparum multidrug resistance 2) codant pour Pfmdr2,(19) PfMRP ( P.
falciparum multidrug resistance-associated protein) codant pour PfMRP1,(20) et pfnhe-1 ( P.

falciparum Na*/H* exchanger) codant pour PFNHE.(21)
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Génotype FQ FQ-Me RQ RQ-Me CQ
Mutation dans le codon 74 de pfcrt 0,7234 0,0047 0,5557 0,1949 0,0015
Mutation dans le codon 75 de pfcrt 0,7234 0,0047 0,5557 0,1949 0,0015
Mutation dans le codon 76 de pfcrt 0,7234 0,0047 0,5557 0,1949 0,0015
Mutation dans le codon 220 de pfcrt 0,7234 0,0047 0,5557 0,1949 0,0015
Mutation dans le codon 271 de pfcrt 0,8884 0,1904 0,5719 0,6942 0,0145
Mutation dans le codon 326 de pfcrt 1,0000 0,0372 0,8170 0,2472 0,0012
Mutation dans le codon 256 de pfcrt 0,2786 0,1939 0,1939 0,0833 0,0141
Mutation dans le codon 371 de pfcrt 0,7234 0,0047 0,5557 0,1949 0,0015
Mutation dans le codon 86 de pfmdrl 0,6022 0,0372 0,6434 0,8170 0,0641
Mutation dans le codon 184 de pfmdrl 0,0362 0,5637 0,0209 0,1939 0,3123
Mutation dans le codon 1034 de pfmdrl 0,2023 0,3082 0,1264 0,1264 0,0617
Mutation dans le codon 1042 de pfmdrl 0,2023 0,3082 0,1264 0,1264 0,0617
Mutation dans le codon 1246 de pfmdrl 0,1645 0,6434 0,2472 0,1052 0,1052
Nombre de copie de pfmdrl (1, 2 et 3) 0,9213 0,0718 0,8752 0,4783 0,0313
Mutation dans le codon 208 de pfmdr2 0,3913 0,0356 0,3918 0,1857 0,0734
Mutation dans le codon 423 de pfmdr2 0,3913 0,0356 0,3918 0,1857 0,0734
Mutation dans le codon 191 de pfmrp 0,7234 0,0047 0,5557 0,1949 0,0015
Mutation dans le codon 437 de pfmrp 0,7234 0,0047 0,5557 0,1949 0,0015
pfnhe-1 profile ms4760 0,2861 0,1111 0,2935 0,2057 0,0399
pfnhe-1 profile ms4760 (2, 3, 6 et 7) 0,3042 0,0226 0,2128 0,0868 0,0081
pfnhe-1 nombre de répétition de DNNND (1, 2, 3 et 4) 0,1640 0,0311 0,1236 0,1651 0,0131
pfnhe-1 nombre de répétition deDDNHNDNHNN 0.2382 0,0251 0.1573 0,3458 0,0451

Tableau 12 : Corrélations entre les Clsg de la FQ, de la FQ-Me, de la RQ, de la RQ-Me et de
la CQ avec le polymorphisme de pfcrt, pfmdrl, PfFMRP et pfnhe-1.

Apreés analyse statistique, les valeurs déterminées lors de cette étude sont comprises

entre 1 et 0,0012. La valeur « 1 » représente la probabilité de ne pas obtenir de resultat

significatif. La probabilité d’obtenir un résultat significatif a été définie pour les valeurs

inférieures a 0,0024. D’apres les résultats obtenus, nous n'avons pas trouvé d’association

significative entre la Clso de la FQ et le polymorphisme des génes pfcrt , pfmdrl , pfmdr2 ,

PfMRP , pfnhe-1 ou le nombre de copies du gene pfmdrl (Tableau 12). En revanche, des

associations significatives ont été trouvées entre la Clsp de la CQ et le polymorphisme des

genes pfcrt et PIMRP. La moyenne géométrique obtenue pour la CQ est de 37 + 13 nM pour

les genes de type sauvage 76 Pfcrt ou de type sauvage PfMRP et de 451 + 146 nM pour les

© 2012 Tous droits réservés.

159

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Faustine Dubar, Lille 1, 2012
Chapitre 11 Compréhension du mécanisme d’action de la Ferroquine

génes mutants 76 pfcrt et mutant PIMRP . Les associations entre la Clsy de la CQ et le profil
ms4760, le nombre de répétitions de DNNND ou DDDNHNDNHNN, et le nombre de copies
du gene pfmdrl ne sont pas significatives. D’autre part, aucune association significative n’a
été trouvee entre la Clsp de la RQ ou de la RQ-Me et les polymorphismes des genes pfcrt,
pfmdrl, pfmdr2, PIMRP, pfnhe-1 ou le nombre de copies du gene pfmdrl. Des associations
significatives ont été trouvées entre la Clso de la FQ-Me et le polymorphisme des génes pfcrt,
PfMRP, pfmdrl, pfmdr2, le nombre de répétitions de DNNND ou DDDNHNDNHNN et le

nombre de copies du gene pfmdrl avant les corrections statistiques mais pas apres.

La forte activité de la FQ (et de la RQ) sur des souches ou des isolats CQ-, QN-,
monodeséthyl-AQ-, ou MQ-résistantes de P. falciparum et I'absence de résistance croisée,
suggerent que ces deux molécules possedent des modes d'action et / ou des mécanismes de
résistance différents. Ces mécanismes semblent donc différents de ceux impliqués dans la
résistance a la CQ, a la QN, et a la MQ, car aucune corrélation n'a été observée avec les
polymorphismes des génes pfcrt, PIMRP, pfmdrl, ou pfnhe-1. L'absence de relation entre
I'activité de la FQ et les polymorphismes du géne pfcrt est conforme aux résultats précédents.
La présence du noyau ferrocenique dans la FQ semble modifier considérablement le
comportement pharmacologique de la FQ par rapport a celui de la CQ. L'activité
antipaludique de la FQ chez P. falciparum, serait donc indépendante de la résistance a la CQ.

Ces données suggerent que la FQ-Me et la CQ posséderaient le méme mécanisme de
résistance et qu’elles seraient probablement expulsées par les mémes protéines de transport.
Ces processus pourraient donc jouer un réle important dans le mécanisme d'action

moléculaire de la FQ.

I11.2. Cytotoxicité

La cytotoxicité des composes a été évaluée en utilisant des cellules de fibroblastes de
souris 3T6 et a été realisée en collaboration avec le Dr Delphine Forge (Université de Mons-
Hainaut, Belgique).(22)
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Molécules Clso (NM)
FQ 1,06 + 0,01
FQ-Me 8,58 + 0,07
RQ 1,49 + 0,08
RQ-Me 11,55 + 0,06

Tableau 13 : Cytotoxicité de la FQ, FQ-Me, RQ et RQ-Me sur des fibroblastes de souris 3T6.

Tous les composés présentent une cytotoxicité relativement faible envers des cellules
adhérentes 3T6 (Tableau 13), toutefois les dérivés méthylés sont moins cytotoxiques et
présentent des valeurs du méme ordre de grandeur. La FQ présente la plus forte cytotoxicité

alors que la RQ-Me est la molécule la moins cytotoxique.

Le calcul de D’index thérapeutique permet d’évaluer le rapport effet
thérapeutique/risque de nos molécules, de ce fait plus la valeur est faible et plus le
médicament devra étre utilisé avec précautions. Les meilleures molécules seront donc celles
qui présentent un index thérapeutique haut. Le calcul de cet index a été réalisé comme suit :
(Clso (3D7) / Clsg (3T6)). 11 faut noter qu’en raison de la faible activité antipaludique de la
FQ-Me, ce composé présente le plus faible index thérapeutique. Les valeurs obtenues sont de
83,3 pour la FQ-Me, 248 pour la RQ, 303 pour la FQ, et 696 pour la RQ-Me. La RQ-Me

présente donc le meilleur index thérapeutique suivi de la FQ, de la RQ et de la FQ-Me.

I11.3. Localisation et imagerie

Les données présentées dans ce travail de these, en plus des études antérieures
réalisées par le groupe du Pr Biot,(23) montrent clairement que I'effet hydrophobe de la FQ et
de la RQ n'est pas suffisant pour expliquer leur haute activité antipaludique. La conformation
particuliere de la FQ et de la RQ engendrée par la présence d’une liaison hydrogene
intramoléculaire, ainsi que I'équilibre existant entre leurs formes neutre, monoprotoné, et
diprotonée devraient leur permettre de traverser les membranes plus efficacement que la CQ.
Méme si la production de radicaux HO® engendrée par la FQ dans la vacuole digestive ne
semble pas étre la contribution clé dans ’activité antipaludique in vitro, cette contribution
pourrait avoir un intérét majeur dans les études in vivo. D’autre part, l'effet hydrophobe de la

chaine latérale ne semble pas jouer un role prépondérant dans les mécanismes de resistance.

La FQ et la RQ sont actives contre les souches CQ-sensibles et CQ-résistantes de P.

falciparum. Les Clsy (déterminées sur différentes souches) de la FQ sont corrélées avec celles
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de la RQ mais ne le sont pas avec les Clso de la CQ. De plus, les activités antipaludiques de la
FQ et de la RQ ne semblent pas étre corrélées a des mutations impliquées dans la résistance
aux medicaments quinoléiques. Ainsi, malgré des différences dans leurs propriétés physico-
chimiques, notamment dans leurs propriétés rédox, la FQ et la RQ possédent des activités
antipaludiques in vitro similaires. Neanmoins, il faut noter que la RQ ne devrait pas étre
développée comme thérapeutique car le colt supplémentaire engendré par la présence du
ruthénocéne pourrait étre un frein important pour les industriels. Toutefois, la RQ pourrait étre
un analogue tres utile pour étudier la distribution cellulaire et la bioconcentration de la FQ
dans les cellules. D'autre part, la méthylation de I'atome N11 de la FQ et de la RQ engendre
une baisse sensible de l'activité biologique et produit 1’apparition d’un risque de résistance
croisée entre la FQ-Me et la CQ. Ces résultats fournissent de nouveaux indices importants sur
le mode d'action de la FQ et nous permettent de proposer 1’utilisation de nouvelles sondes

pour I'étude de son mécanisme d'action.

111.3.1. Accumulation cellulaire
111.3.1.1. Accumulation cellulaire de la RQ, données expérimentales

La présence d'un groupement ferroceénique dans la structure de la FQ serait I’une des
clés expliquant la haute activité de cette molécule. D’autre part, I’atome de fer présent dans
cette molécule empéche la détection directe de la FQ dans 1’hématie parasitée. En effet, dans
les érythrocytes infectés par P. falciparum, de nombreuses especes contiennent des atomes de
fer, le fer est le principale constituant des globules rouges, mais il est également présent dans
I'héme, dans I’hématine et dans 1’hémozoine. L’utilisation d’une sonde s’est donc avérée
nécessaire pour étudier I’accumulation cellulaire de la FQ. Comme vu précédemment, de
nombreuses études ont été initiées pour tenter de comparer les phénoménes d’accumulation de
la CQ dans son site d’action entre les souches CQ-sensibles et CQ-résistantes.
Malheureusement, I’absence de protocoles expérimentaux standardisés engendre une variété
considérable de données différentes, dépendantes de la souche utilisée, du temps d’incubation,
de la concentration externe de médicament utilisée... D’autre part, la plupart de ces études
sont realisées grace a des modifications lourdes de la molécule a étudier : radiomarquage,
fixation d’une partie fluorescente... Durant ces travaux, nous avons choisi de travailler a une
dose cliniguement pertinente de 40 nM (Clg, de la CQ), quelle gque soit la molécule étudiée

afin d’avoir une homogénéité dans les différentes expériences menées. De plus, nous avons
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choisi d’utiliser la RQ comme traceur froid de la FQ; la RQ-Me comme témoin de

I’importance du pont hydrogene intramoléculaire pour I’activité antipaludique.

L'absorption cellulaire de la RQ (quantification des atomes de Ru) dans les globules

rouges infectés par une souche CQ-sensible (HB3) de P. falciparum a été étudiée par ICP-MS

(Inductively coupled plasma mass spectrometry, Annexe) en collaboration avec Jean-Charles

Morin (Institut Pasteur de Lille Santé, Développement Durable Nord, Lille). Les analyses ont

¢été réalisées a la dose de 40 nM avec des temps d’incubation de 5 min, 10 min et 15 min.

(Partie expérimentale).

Les résultats brutes obtenus sont les suivants :

Temps Echantillons Ru Echantillons Ru

(min) (nmol/éch) (nmol/éch)

5 HB3 traités—RQ 0,0484 HB3 traités—RQ 0,0678
(culot) (surnageant)

10 HB3 traités—RQ 0,0487 HB3 traités—RQ 0,0660
(culot) (surnageant)

15 HB3 traités—RQ 0,0479 HB3 traités—RQ 0,0614
(culot) (surnageant)

5 Sains et traités—RQ 0,0255 Sains et traités—RQ 0,0785
(culot) (surnageant)

10 Sains et traités—RQ 0,0257 Sains et traités—RQ 0,0763
(culot) (surnageant)

15 Sains et traités—RQ 0,0223 Sains et traitées—RQ 0,0731

______ (oulo) __ o (Surnagean ___________

5 HB3 traités—RQ-Me 0,0338 HB3  traités-RQ-Me 0,0888
(culot) (surnageant)

10 HB3 traités—RQ-Me 0,0459 HB3  traités-RQ-Me 0,0806
(culot) (surnageant)

15 HB3 traités—RQ-Me 0,0494 HB3  traités-RQ-Me 0,0795
(culot) (surnageant)

5 Sains et traitées-RQ-Me  0,0262 Sains et traitées-RQ-Me  0,0660
(culot) (surnageant)

10 Sains et traités—RQ-Me  0,0204 Sains et traitées—RQ-Me  0,0726
(culot) (surnageant)

15 Sains et traités—RQ-Me  0,0266 Sains et traites-RQ-Me  0,0704
(culot) (surnageant)

Tableau 14 : Quantification du Ru par ICP-MS dans des globules rouges traités par la RQ (ou

la RQ-Me) et dans des globules rouges parasités par une souche CQ-sensible (HB3) de P.

© 2012 Tous droits réservés.
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D’apres ces résultats, nous avons déterminé le ratio d’accumulation de la RQ (ou de la
RQ-Me) dans les hématies parasitées par rapport aux hématies saines et par rapport au milieu
de culture. Les calculs effectués sont détaillés dans la partie expérimentale.

Tout d’abord, il est important de noter qu’apreés centrifugation des échantillons de
culture parasitée par la souche HB3 et traitée par la RQ, le culot est composé de quatre types
d’érythrocytes différents (Figure 53) : les globules rouges sains (GRS), les globules rouges
parasités (GRP), les globules sains contenant de la RQ (GRS-Ru) et les globules rouges
parasités contenant de la RQ (GRP-Ru).

milieu

[HB3 RBC]
L J
cellules
c N ©®

Figure 53 : Représentation schématique de la composition des échantillons de cultures
parasitées par HB3 et traitées par la RQ, analysés par ICP-MS.

%drogue %drogue
accumulé dans  accumulé dans ratio

Composés temps 1pL de GRP 1pL de GRS d'accumulation
RQ 5 10,9881 0,6286 17

10 11,0668 0,6460 17

15 13,0742 0,5998 22
RQ-Me 5 0 0,7277 0

10 9,2131 0,5620 16

15 6,9982 0,7028 10

Tableau 15 : Comparaison de I’accumulation cellulaire entre les globules rouges parasités et

les globules rouges sains.
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Les données indiquent que la RQ s'accumule préférentiellement dans les hématies
parasitées par rapport aux hématies saines avec un ratio de 17 : 1 (GRP : GR) et par rapport au
milieu de culture avec un ratio de 184 : 1 (GRP : milieu de culture), apres 5 min de temps
d’incubation. Ces remarques sont applicables aux autres temps d’incubations. Les ratios
d’accumulation sont identiques a 5 et 10 min et augmentent légérement a 15 min, ce qui

montre que I’accumulation de la RQ dans les hématies parasitées atteint trés vite un équilibre.

D’autre part, la présence de la liaison hydrogene intramoléculaire dans la chaine
latérale influence non seulement la cinétique d’accumulation, mais aussi le rapport
d'accumulation des biosondes dans les globules rouges infectés. En effet, si 1’on considére que
la RQ et la RQ-Me montrent une plus haute sélectivité in vitro envers les hématies infectées
par rapport aux globules rouges sains et par rapport au milieu de culture, il faut noter que la
RQ présente une cinétique plus rapide et que I'équilibre est plus rapidement atteint. En effet,
la RQ-Me n’a pas pu étre détectée dans les hématies parasitées aprés 5 min de temps
d’incubation. Néanmoins, il est important de contraster ces résultats, en effet les données ne
montrent pas une absence de RQ-Me. Les limites de détection au niveau pg/L ne sont pas
suffisantes pour détecter les éventuelles molécules de RQ-Me présentes. Dans tous les cas,
aprés 15 min d’incubation, la RQ s’accumule plus que la RQ-Me dans les érythrocytes
infectés par rapport aux hématies saines avec des ratios d’accumulation de 22 (RQ) et 10
(RQ-Me) et par rapport au milieu de culture avec des ratios d’accumulation de 215 (RQ) et
122 (RQ-Me). Ces données suggérent que I’accumulation de la RQ et de la RQ-Me est
dépendante du temps et nous ont permis de démontrer la plus grande affinité de nos composés
pour les hématies parasitées. Cette étude suggere que la FQ s’accumulerait également
préférentiellement dans les hématies parasitées, permettant ainsi une spécificité. D’autre part,
il avait été montré que la CQ s’accumule environ 22 fois plus dans les hématies parasitées par
rapport aux hématies saines’’, cependant, ces expériences avaient été réalisées a une
concentration de CQ ¢élevée de 1,2 uM et un temps de contact de 24h. Ces données montrent
que la CQ s’accumule nettement moins rapidement et moins efficacement que la RQ (donc

que la FQ) dans les hématies parasitées par rapport aux hématies saines.

111.3.2. Distribution au niveau ultrastructurale

Les atomes de ruthénium sont opaques aux électrons et sont donc visibles sous forme
de «points noirs » lors d’études en microscopie électronique (résolution spatiale : 2 nm).

Cette spécificité a été utilisée dans 1’examen de la distribution du ruthénium au niveau
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intracellulaire dans des hématies parasitées par la souche CQ-sensible HB3 de P. falciparum
et traitées par de la RQ (40 nM) ou de la RQ-Me avec des temps d’incubation de 15 min et 30
min (Figure 54). Afin déviter tout artefact expérimental, les études de microscopie

électronique en transmission ( TEM ) ont été réalisées sans coloration.

Figure 54 : Images de microscopie électronique en transmission de coupes d’hématies
parasitées par la souche CQ-sensible HB3 et traitées par de la RQ avec des temps
d’incubation de 15 min (A) et 30 min (B). Images de TEM de coupes d’hématies parasitées
par la souche CQ-sensible HB3 et traitées par de la RQ-Me avec des temps d’incubation de 15
min (C) et 30 min (D). Un contr6le (sans traitement) a également été effectué (E). L'échelle
correspond & 500 nm. Les petites fleches indiquent les membranes des vacuoles digestives. La
grosse fleche indique la position des atomes de ruthénium a proximité des cristaux

d’hémozoine (A).

Comme le montre la Figure 54 E, la membrane de la vacuole digestive des parasites
non traités est a peine visible par TEM (résolution spatiale: 2 nm). Apres seulement 15 min de
traitement par la RQ, I’apparition d’un contraste nous permet d'observer clairement la
membrane de la vacuole digestive des parasites comparativement a ce qui a été observé pour

les parasites non traités (fleches dans la Figure 54 A). La cinétique d'accumulation étudiee par

166

© 2012 Tous droits réservés. http://dOC.UHiV-|i||e1 fr



Thése de Faustine Dubar, Lille 1, 2012
Chapitre 11 Compréhension du mécanisme d’action de la Ferroquine

MET est en accord avec les observations faites lors des études d’ICP-MS, ce qui indique que
l'accumulation de la sonde s’établit rapidement. Aprés 30 min de traitement, le contraste
augmente et accentue davantage le contour de la vacuole digestive. De plus, un contraste
important a également été observé a l’intérieur de cet organelle a proximité des cristaux
d’hémozoine (Figure 54 B). D’autre part, ces études ont permis également de révéler
I’apparition d’un contraste plus important dans des petites vésicules, probablement des
vésicules de transport, suggérant une accumulation d'atomes de ruthénium (et donc
potentiellement de RQ). En dehors d’un contraste 1égérement plus important a proximité des
cristaux d’hémozoine, aucune différence n’a été détectée entre les parasites exposés a la RQ

apres 30 min d’incubation et ceux exposés a 15 min d’incubation.

Dans les parasites exposés a la RQ-Me, nous n'avons pas observer d’augmentation de
contraste par rapport au controle (les parasites non traités), ce qui suggere que la
concentration de ruthénium (et donc potentiellement de RQ-Me) est trop faible pour étre
détectée (limite de résolution spatiale de 2 nm). En effet, I’absence de contraste et donc de
détection du ruthénium dans les coupes analysées par TEM ne signifie pas une absence

d'accumulation de ruthénium dans les parasites.

Ces observations suggerent que la FQ s’accumulerait bien dans la vacuole digestive du
parasite, a proximité du pigment malarique, et qu’il existerait une relation importante entre
son accumulation, son efficacité antipaludique et la présence de la liaison hydrogéne

intramoléculaire.

111.3.3. Localisation dans la vacuole digestive

Afin de s'assurer que I’augmentation de contraste observée dans 1’étude précédente est
bien le résultat de I'accumulation d'atomes de Ru dans les membranes et a I’intérieur de la
vacuole digestive du parasite, nous avons utilisé les caractéristiques d'eémission des atomes de
Ru lors de leur exposition aux rayons X grace a I’utilisation de la nano-imagerie par
rayonnement synchrotron basé sur la fluorescence des rayons X. Ces expériences ont été
réalisées a ’ESRF en collaboration avec le Dr Sylvain Bohic (European Synchrotron
Radiation Facility, Grenoble). La lumiére synchrotron produite a I’ESRF permet d’obtenir une
taille de faisceau de rayons X de 60 a 100 nm a une énergie d’excitation de 29 keV. Ces
caractéristiques nous ont permis de réaliser notre étude avec une grande sensibilité pour la

couche d'excitation K des atomes de Ru et également du Fe, du S et du Cl. De plus, cette
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technique permet d’étudier la distribution ¢lémentaire subcellulaire quantitative de certains
éléments.(24, 25)

[11.3.3.1. Souche CQ-sensible, HB3

[11.3.3.1.1. Localisation de la RQ

Les études ont été réalisées sur des hématies infectées par une souche CQ-sensible
HB3 et traitées par de la RQ (40 nM) avec un temps d’incubation de 30 min. Un contr6le, non
traité a également été réalisé. Les hématies ont été deposées en monocouche sur des cellules

en nitrure de silicium de 500 nm d’épaisseur.

L'image optique (Figure 55) des hématies analysées montre que la fixation chimique

(méthanol) des cellules, préserve les cellules et que I’hémozoine est bien délimitée.

Figure 55 : Image optique d’une hématie parasitée par HB3 et traitée par la RQ (40 nM, 30

min), fixée au méthanol sur une cellule en nitrure de silicium de 500 nm.

Nous avons étudié la distribution du Ru dans les cellules et également la distribution
du souffre, du fer et du chlore (Figure 56).
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A) Hématies parasitées traitées par de la ruthenoquine

Ru

Ru
Energie (keV)

B) Controle

Fe Ru

Figure 56 : Nano-imagerie par rayonnement synchrotron en fluorescence des rayons X. (A)
Cartes d’hématies infectées par HB3 et incubées pendant 30 min avec de la RQ (40 nM). (B)

Cartes de contrdle, hématies non traitées. La barre d’échelle est équivalente a 1 um.

Nous avons tout d’abord comparé¢ le spectre de fluorescence X réalisé sur I’ensemble
de ’hématie parasitée et traitée (pointillés noires, Figure 56) avec le spectre réalisé dans la
région située autour de 1’hémozoine (pointillés rouges, Figure 56), que nous définissons
comme ¢€tant la vacuole digestive du parasite. Le Ru n’a pu étre détecté sur la cellule enticre
car le bruit de fond était trop important par rapport a la quantité globale de Ru détectée. En
revanche, un signal a été détecté pour la zone de la vacuole digestive ce qui montre que I’on a
une accumulation importante de Ru dans cet organelle. En effet, la co-localisation des atomes
de Fe et de Ru a permis de démontrer I'accumulation spécifique des atomes de Ru dans la
nous permet pas de visualiser les membranes d’épaisseur 10-20 nm, c’est pourquoi la
combinaison de ces résultats avec ceux obtenus avec la TEM (résolution spatiale: 2 nm), sur
des coupes ultra-minces de parasites, sont complémentaires pour obtenir toutes les

informations qualitatives désirées.
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Nous avons ensuite réalisé la localisation des atomes de Cl dans des hématies
parasitées par la souche HB3 et traitées par la RQ. Ces données nous ont permis de constater
que le Cl apparait dans une zone similaire a celle obtenue pour le Fe. L’étude du controle
montre que la quantité de CI intrinséque a la vacuole digestive du parasite est négligeable, ce
qui laisse supposer que les atomes de Cl observés pourraient correspondre a la RQ. D’autre
part, la co-localisation des atomes de Cl et de Ru suggerent qu’il n’y a pas de clivage entre le
noyau quinoléine et le ruthénocéne, cela suppose que la RQ est intégre au sein de la vacuole
digestive. Malgré la présence d’atomes de CI dans le milieu de culture et dans les cellules, ces

données nous ont poussé a utiliser les atomes de Cl pour la détection directe de la FQ et de la

CQ.

111.3.3.1.2. Localisation de la FQ

La localisation de 1’accumulation de la RQ dans la vacuole digestive de P. falciparum
suggérent que la FQ devrait s’accumuler également dans cet organelle. Nous avons donc
réalisé des expériences similaires avec la FQ. Antérieurement, le principal frein aux
expériences de localisation directe de la FQ était notre incapacité a différencier les différentes
especes de fer présentes dans la cellule. Le recours a un traceur ou au radiomarquage de celle-
ci semblait alors inévitable. L’utilisation de 1’atome de Cl présent dans la structure de la FQ

permet de s’affranchir de ces problémes sans modifier la molécule.

Nous avons étudié la localisation de la FQ dans des hématies parasitées par la souche
CQ-sensible HB3 de P. falciparum a la dose de 40 nM et pour un temps d’incubation de

30min.

Ferroquine (FQ)

Cl Fe

Figure 57 : Distribution in vitro de la FQ dans des hématies parasitées par la souche CQ-

sensible HB3 de P. falciparum. La barre d’échelle est équivalente a 1 pum.
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Comme dans le cas de la RQ, la localisation du fer nous permet de delimiter la zone de
la vacuole digestive. Précédemment, nous avons établi que la quantité de CI présente dans la
vacuole digestive des parasites non traités, semble négligeable par rapport au Cl présent dans
le reste du parasite. De ce fait, nous pouvons conclure que la co-localisation des atomes de Fe
et des atomes de Cl montre une accumulation claire de la FQ dans la vacuole digestive du

parasite (souche HB3 de P. falciparum).

111.3.3.1.3. Localisation de la CQ

Comme vu précédemment, des études utilisant la *H-CQ ont permis de montrer que la
CQ s’accumulerait dans la vacuole digestive de P. falciparum.(26, 27) Nous nous sommes
intéressés a la localisation de la CQ dans des hématies parasitées par la souche CQ-sensible
HB3 de P. falciparum. Cette étude a été réalisée dans les méme conditions que celles
précédemment utilisées avec la RQ et la FQ, c'est-a-dire en utilisant une concentration initiale
de CQ de 40 nM et un temps d’incubation de 30 min. Contrairement aux études antérieures,
ces analyses ont été effectuées sur la CQ, sans modification prealable. Comme pour la FQ,
nous avons réalisé une co-localisation des atomes de Fe et des atomes de ClI.

Chloroquine (CQ)

Cl Fe

Figure 58 : Distribution in vitro de la CQ dans des hématies parasitées par la souche CQ-

sensible HB3 de P. falciparum. La barre d’échelle est équivalente a 1 pm.

La co-localisation des atomes de Fe et des atomes de Cl montrent que contrairement a
ce qui a été observe dans le cas de la FQ et de la RQ, les atomes de Cl ne sont pas
principalement localisés dans la vacuole digestive mais qu’ils sont présents de maniere diffuse
dans I’ensemble du parasite. Ces données suggérent qu’a 30 min et a la dose de 40 nM, la FQ
et la RQ s’accumuleraient plus efficacement que la Cl a l’intérieur du compartiment

vacuolaire du parasite P. falciparum (HB3).
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111.3.3.2. Souche CQ-résistante, W2

De nombreux travaux se sont intéressés a la différence d’accumulation de la CQ dans
la vacuole digestive du parasite entre les souches CQ-sensibles et les souches CQ-résistantes.
Dés la premiere étude, les chercheurs ont montré que les souches CQ-résistantes accumulent
moins de CQ que les souches CQ-sensibles. Ce phénomene a été expliqué par une

augmentation de I’efflux de la molécule en dehors du compartiment vacuolaire.

D’autre part, comme démontré précédemment, I’activit¢ de la FQ ne serait pas
corrélée aux polymorphismes des genes associés a la résistance de P. falciparum envers les
médicaments quinoléiques. Ces données suggerent que nous ne devrions pas observer de
différence d’accumulation entre une souche CQ-sensible et une souche CQ-résistante. Pour
réaliser cette étude, nous nous sommes intéressés a la souche CQ-résistante W2 que nous
avons exposé a de la FQ ou de la CQ a des doses de 40 nM et avec des temps d’incubation de

30 min.

111.3.3.2.1. Localisation de la CQ

Les expériences de localisation de la CQ dans des hématies parasitées par W2 ont été
réalisées dans les mémes conditions préparatoires que celles réalisées sur la souche CQ-
sensible, HB3. Une comparaison avec des hématies parasitées non traitées a également été

effectuée.

Figure 59 : Distribution élémentaire du S, du Cl et du Fe dans une hématie parasitée par la
souche CQ-résistante W2 (sans traitement, Controle). La barre d’échelle est équivalente a 1

pm.
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Comme dans le cas des hématies parasitées par HB3, le signal du fer correspond
parfaitement a I’emplacement des cristaux d’hémozoine, ¢’est pourquoi nous avons considéré
que cette zone correspond a la vacuole digestive du parasite. Dans les érythrocytes infectés
par W2, le signal correspondant aux atomes de Cl est réparti de maniere homogéne dans toute
la cellule (Figure 59). Une remarque identique peut étre faite pour les atomes de S (Figure
59).

Fe

Figure 60 : Distribution in vitro de la CQ dans des hématies parasitées par la souche CQ-

résistante W2 de P. falciparum. La barre d’échelle est équivalente a 1 pum.

Dans les hématies infectées par W2 et traitées par la CQ, la co-localisation des atomes
de Fe et des atomes de Cl montre que la zone correspondant a la vacuole digestive présente
une atténuation du signal du CI. Ces résultats contrastent avec ceux obtenus pour les hématies
parasitées par HB3. En effet, malgré une diffusion importante, un signal correspondant aux
atomes de Cl a été détecté dans toute la cellule, y compris dans la vacuole digestive. Ici, le
signal est absent de la vacuole digestive, suggérant un efflux de la CQ en dehors de la vacuole
digestive du parasite. Ce qui est en accord avec les données de la littérature.

173

© 2012 Tous droits réservés. http://dOC.UHiV-|i||e1 fr



Thése de Faustine Dubar, Lille 1, 2012
Chapitre 11 Compréhension du mécanisme d’action de la Ferroquine

111.3.3.2.2. Localisation de la FQ

Figure 61 : Distribution in vitro de la FQ dans des hématies parasitées par la souche CQ-

résistante W2 de P. falciparum. La barre d’échelle est équivalente a 1 pum.

Comme dans le cas des hématies parasitées par HB3, la co-localisation des atomes de
Fe et des atomes de Cl montre clairement que la FQ s’accumule dans la vacuole digestive du
parasite. Ces données sont en accord avec une étude de Pradines et coll. qui avait suggéré que
les protéines de transport impliquées dans la résistante aux médicaments quinoléiques, ne sont
pas capables d’interagir avec la FQ et que de ce fait, aucun phénoméne d’efflux ne serait

observé.

De maniere tout a fait intéressante et contrairement a ce qui a été observé dans le cas
des experiences réalisées sur la souche HB3, la co-localisation des atomes de Fe correspond
parfaitement avec une accumulation du signal produit par les atomes de S. Ces données
indiquent qu’un autre composé contenant du S s’est accumulé a I’intérieur de la vacuole

digestive du parasite.

Comme nous I’avons vu précédemment, durant le processus de digestion de
I'némoglobine, le parasite est exposé a des flux élevés d'especes réactives de I'oxygene (ROS).
Plusieurs espéces sont connues pour protéger le parasite contre ces processus oxydatifs, tel
que le glutathion (GSH), un tripeptide de I'acide glutamique, la cystéine, et la glycine.(28, 29)
Bien que nous ne pouvons pas exclure la présence d'une protéine contenant du soufre,(30)
I'nypothése la plus probable est que cette accumulation intracellulaire d’atome de S est due a
une plus forte concentration en GSH dans les globules rouges infectés par W2 et traités par la
FQ par rapport a ceux traités par la CQ. En effet, précédemment, nous avons montré que la

FQ pourrait induire un stress oxydatif au parasite. De plus, il a ét¢é montré qu’un apport
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exogene de stress oxydatif pouvait étre contré par une augmentation du taux de GSH dans les

parasites CQ-résistants.(31)

Récemment, il a été montreé chez P. berghei que les souches résistantes a 1’artééther
présentent des modifications importantes de leurs activités enzymatiques antioxydantes ainsi
qu’une augmentation importante du niveau de GSH, comparativement a ce qui a été observé
chez une souche sensible.(32) Le GSH pourrait donc jouer un role a la fois dans la protection
du parasite vis-a-vis de 1’héme libre(28, 33) mais également contre les ROS(34) induits lors
de la digestion de I’hémozoine. Cette étude suggere que la production de ROS engendrée par
I’artééther pourrait provoquer une augmentation de la quantité de GSH visant ainsi a créer un
environnement plus favorable a la survie du parasite.(32) De plus, des niveaux accrus de GSH
et des changements de 1’activité enzymatique antioxydante ont également été signalés dans

des souches CQ-résistantes de P. falciparum (31), P. berghei(35) et P. chabaudi(36).

D’autre part, nous avons établi que dans les conditions oxydantes de la vacuole
digestive du parasite, la FQ est capable de générer la production de radicaux HO® donc de
promouvoir le stress oxydatif chez le parasite. De plus, ’accumulation importante de FQ
dans la vacuole digestive du parasite, suggerent que c’est dans cet organelle que
I’accumulation de ROS, et plus particuliérement de radicaux HO®, serait préponderante. Une
augmentation du niveau de stress oxydatif dans cet organelle pourrait avoir pour effet une
augmentation de la présence des systemes de détoxification, et certainement de la quantité de

GSH dans la vacuole digestive de P. falciparum.

II1.3.3.3. Comparaisons d’accumulation entre la CQ et la FQ

Nous avons comparé la distribution subcellulaire de la FQ et de la CQ dans des
hématies parasitées par les souches CQ-sensible HB3 et CQ-résistante W2 de P. falciparum.
Aprés avoir superposé les cartographies obtenues (Figure 62) pour le S (en rouge), le Fe (en
vert) et le Cl (en bleu).
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Figure 62 : Distribution subcellulaire de la FQ et de la CQ dans des hématies parasitées par

les souches CQ-sensible HB3 et CQ-résistante W2 de P. falciparum.

Ces données démontrent que les parasites CQ-résistants W2 présentent une
accumulation de souffre dans leur vacuole digestive alors que la CQ présente un signal diffus,
similaire a celui observé pour la souche CQ-sensible HB3. La CQ ne comportant pas d’atome
capable d’engendrer des réactions de type Fenton, ne pourrait donc pas engendrer une
surproduction de radicaux HO°. De plus, la CQ ne s’accumulant pas dans la vacuole

digestive, aucune augmentation du signal du S n’a été observée.

Comme précisé précédemment, la nano-imagerie par rayonnement synchrotron permet
de réaliser la quantification relative subcellulaire élémentaire de différents éléments. Nous
avons étudié les rapports entre les intensités du Cl et du Fe et entre les intensités du S et du Fe
pour les érythrocytes infectés par la souche CQ-résistante W2 de P. falciparum. Cette étude a

été réalisée sur une population de quatre érythrocytes differents par expérience (n=4).

Composés Rapport Cl/Fe Rapport S/Fe
CQ 1,6 +0,5 1,2+0,3
FQ 2,4+0,3 1,8+0,3

Tableau 16 : Rapports Cl/Fe et S/Fe mesurés dans la vacuole digestive de parasites CQ-

résistants W2 traités par de la CQ ou par de la FQ.

Ces résultats sont en accord avec les observations précédentes et montrent que la FQ

engendre une augmentation du stress oxydatif a I’intérieur de la vacuole digestive. De plus
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I’ensemble de ces résultats ont permis de démontrer que la FQ est capable de s’accumuler a
I’intérieur de la vacuole digestive quel que soit le degré de sensibilité de la souche étudiée,
suggérant que les mécanismes de transport impliqués dans la résistance aux quinoléines ne

sont pas capables de prendre en charge la FQ.

I11.4. Comportement rédox de la FQ

Les précédents résultats suggerent que le comportement rédox de la FQ serait impliqué
dans le mécanisme d’action de la FQ. Dans un premier temps, nous avons étudié
’ultrastructure de parasites traités par la CQ, la FQ, la FQ-Me, la RQ et la RQ-Me par TEM.
Dans un second temps, nous avons ¢étudié¢ la production des radicaux HO® a I’intérieur du

compartiment vacuolaire a I’aide d’une sonde ratiométrique par microscopie confocale.

111.4.1. Effets ultrastructuraux

Préecédemment, nous avions étudié la distribution ultrastructurale de la RQ dans des
hématies parasitées par la souche CQ-sensible HB3 et traitées par de la RQ a une dose de 40
nM et pour un temps de 15 et 30 min. Lors de ces expériences, nous avions observé une
différence du contraste entre les différents temps pour la RQ. En effet, apres 30 min, la RQ
semblait plus accumulée a I’intérieur de la vacuole digestive du parasite. C’est pourquoi, nous
avons choisi pour cette étude de travailler a un temps d’incubation de 60 min afin d’avoir une
concentration suffisante des molécules pour pouvoir observer les éventuels changements

ultrastructuraux.
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Figure 63 : Ultrastructure de parasites CQ-sensibles HB3 (contréle, A) traités par de la FQ
(B), de la RQ (C), de la FQ-Me (D et E) ou de la RQ-Me (F). Les fleches indiquent la

membrane de la vacuole digestive, la lettre P indique le pigment malarique.

La culture contréle (Figure 63, A) montre une vacuole digestive normale bien
délimitée contenant des cristaux d’hémozoine. Dans les parasites traités par la FQ (Figure 63,
B), les cristaux d’hémozoine sont soit regroupés, soit dispersés dans le cytoplasme. De plus,
dans la plupart des parasites observés, la membrane de la vacuole digestive n'est pas visible.
Dans les parasites traités avec la RQ (Figure 63, C), la vacuole digestive est bien conservée,
avec une totale intégrité de sa membrane. Dans les parasites traités par la FQ-Me (Figure 63,
D et E), de faibles altérations de la membrane vacuolaire ont été observées. Dans les parasites
traités par la RQ-Me (Figure 63, F), la membrane de la vacuole digestive est intacte.

La membrane de la vacuole digestive présente des altérations aprés un traitement avec
la FQ ou la FQ-Me. Seules les molécules contenant un groupement ferrocene sont donc
capables d’endommager la membrane de la vacuole digestive. Les radicaux hydroxyles étant
connus pour étre impliqués dans les phénoménes de peroxydation lipidique, ces données
suggerent que le potentiel rédox de la FQ et de la FQ-Me présente un réel intérét dans le

mécanisme d’action de ces molécules. Les dommages observés apres un traitement par la FQ-
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Me sont moins importants que ceux engendrés par la FQ. De plus, la comparaison de
I’accumulation entre la RQ-Me et la RQ en ICP-MS avait permis de montrer que la RQ
s’accumule plus efficacement dans les hématies parasitées que la RQ-Me. Ces résultats
suggerent que la différence d’activité est probablement due a une moins bonne accumulation

de la FQ-Me au sein du compartiment vacuolaire par rapport a la FQ.

D’autre part, bien que les cristaux d’hémozoine présentent des formes proches
(Figure 63), il est a noter que dans les parasites traités par la FQ, ces cristaux apparaissent
exceptionnellement minces (50 nm), alors que les cristaux observes dans les cultures contréles

ou dans les cultures traitées par de la RQ apparaissent beaucoup plus épais (90-110 nm).

Ces résultats suggerent que la FQ pourrait étre un meilleur inhibiteur de la croissance
du pigment malarique que les autres molécules ou serait capable d’engendrer la destruction du

pigment malarique, libérant des molécules d’héme libre.

I11.4.2. Production de radicaux HO® dans la vacuole digestive
I11.4.2.1. Sonde ratiométrique fluorescente pour la détection des radicaux HO®

La microscopie a fluorescence est une méthode puissante pour 1’étude des processus
physiologiques présents chez P. falciparum. Cette technique a été utilisée pour mesurer le pH
intracellulaire de P. falciparum au stade intra-érythrocytaire mais également pour mesurer
des concentrations d’ions, pour étudier la signalisation de Ca®* et pour étudier des protéines
cibles.(37-42) La microscopie de fluorescence permet d’étudier les cellules directement et de
séparer spatialement les signaux provenant a la fois du parasite mais également de I’hématie
environnante. D’autre part, les compartiments sub-cellulaires, comme la vacuole digestive,
peuvent également étre visualisés.(39) Néanmoins, il est important de noter que malgré des

avantages certains, 1’utilisation de cette technique engendre des préoccupations.(43)

En effet, il a ét¢ montré que I'un des inconvénients majeurs est la variabilité entre les
cellules, ce qui nécessite un nombre relativement important d’expériences pour obtenir des
mesures statistiquement significatives.(44) De plus, la reproductibilité entre les différentes
études semble étre relative. Pour illustrer prenons 1I’exemple de 1’étude de la comparaison du
pH cytosolique du parasite entre des souches CQ-sensibles et CQ-résistantes de P. falciparum.
Certaines études ont montré une différence alors que d'autres études n'ont pas pu vérifier cette

observation.(37, 45-48) Ces différences peuvent étre dues a une mauvaise interprétation des
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données de fluorescence. Néanmoins, il a été suggéré que cette explication n’est pas suffisante
et qu’une exposition prolongée a la lumiere fluorescente pouvait engendrer des modifications
dans les propriétés physiologiques du parasite P. falciparum.(44) Une étude a montré qu’une
faible exposition en fluorescence pouvait engendrer une acidification du compartiment
cytoplasmique. D’autre part, une exposition a la lumieére fluorescente engendrerait une

augmentation des radicaux HO® a I’intérieur de cellules vivantes et notamment a I’intérieur du

compartiment vacuolaire.(44)

Ce type de données devront donc faire I’objet d’une analyse rigoureuse. Bien que
I’intensité de la fluorescence soit en relation directe avec la concentration de la sonde dans le
milieu étudié, elle reste 'un des paramétres les plus couramment étudiés. Toutefois, il est
important de souligner le fait que dans les milieux cellulaires, cette concentration peut étre
difficilement maitrisée, ce qui peut conduire a des artefacts dans 1’interprétation des résultats.
Récemment plusieurs sondes fluorescentes ont été decrites pour la détection des radicaux
hydroxyles dans des cellules.(49-53) Pourtant, certaines de ces sondes présentent une
mauvaise sélectivité pour les radicaux hydroxyles comparativement aux autres ROS, tels que
ROQ°, 0,°, CIO", H,0,, ONOOQO'. De plus, la plupart de ces sondes fluorescentes permettent
de détecter les radicaux hydroxyles par analyse des changements de [I’intensité de
fluorescence a une seule longueur d’onde. L’utilisation de sondes ratiométriques peut
permettre de pallier a ces problémes.(54) En effet, le principe de ces sondes est de permettre
la mesure d’un rapport d’intensités indépendant de la concentration, et ainsi de pouvoir
s’affranchir de la plupart des effets environnementaux, c'est-a-dire des variations de

concentration de la sonde, de I'environnement de la sonde, et de l'intensité d'excitation.

Les dérivés de coumarine présentent des propriétés de fluorescence et peuvent étre
utilisés comme sondes dans I’étude de différents parametres.(55-57) La diversité des
composés analogues de la coumarine est tres importante, aussi, dans ce travail de these nous
nous sommes uniquement intéressés a 1’une d’entre elles(58), permettant la détection des

radicaux HO®.

Récemment une sonde ratiométrique basée sur un systéme hybride coumarine-cyanine
a été décrite pour la détection des radicaux HO® dans des cellules vivantes.(58) La molécule
hybride coumarine-cyanine a été sélectionnée pour ses propriétés photophysiques favorables.
En effet, elle présente un maximum d'émission a 650 nm dans ’infrarouge proche (650-900

nm) alors que la plupart des échantillons biologiques possédent une fluorescence de fond
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relativement faible dans cette région.(59, 60) De plus, cet hybride présente un changement
relativement important de la région de Stokes(61), c'est-a-dire de la différence entre la
position du pic du spectre d'absorption et le pic du spectre d’émission. La détection d’une

espece fluorescente est d’autant plus facile que le déplacement de Stokes est grand.

La synthese de cette sonde est résumée ci-apres :

1) CHa(COOC,Hs),,

@CHO pipéridine, EtOH abs POCI3 /@(I
e
iGN OH 2 HCl/AcOH TOMF HaC >

Hj c
HsC H3
CHs H AcOH CH CH3CN Et C'?f
CH ~
o] '} I

CHO EtOH
—CHs
I Hae™ 3c

H3C

\/Zt

Composé 2 Composé 1

Figure 64 : Synthése de la sonde fluorescente ratiométrique coumarine-cyanine.

Le  7-diéthylaminocoumarine  est obtenu  par  combinaison du  4-
diéthylaminosalicylaldéhyde, du diéthylmalonate en présence de pipéridine dans 1’éthanol
absolue. Une réaction de Vilsmeier-Haak avec le trichlorure de phosphore permet d’aboutir au

7-diéthylaminocoumarin-3-aldéhyde.(62)

L'indole est obtenu par réaction du 3-méthylbutan-2-one avec la phénylhydrazine dans
I’acide acétique, par une syntheése de Fischer. Le traitement de cet indole par de l'iodure
d'é¢thyle permet la synthése d’un indolium. La condensation de I’indolium avec le dérivé
coumarine aldéhyde a engendré la formation du composé 2 . La réduction du composé 2

permet d’obtenir la sonde ratiométrique, annotée composé 1.(58)

Comme précisé dans la figure 64, I’action des radicaux HO® engendre le passage du
composé 1 vers le composé 2. Les auteurs ont donc étudié les propriétés spectrales (Figure

65) de ces deux composeés.
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Figure 65 : Spectres normalisés d’absorption (a) et d’émission (b) du composé 1 (bleu) et du
composé 2 (rouge). Le spectre d’émission a ét€ enregistré a une excitation correspondante au

maximum d’absorption de chaque composé.(58)

La sonde (composé 1) présente une bande d'émission centrée a 495 nm. L'introduction
de radicaux hydroxyles dans le milieu engendre une diminution marquée de l'intensité
d’émission a 495 nm ainsi qu’une augmentation significative de l'intensité d’émission a 651
nm. De plus, le ratio d'intensité de la fluorescence de la sonde a 495 et 651 nm (lgs1/1495) a €té
radicalement modifié lors de 1’ajout de radicaux HO®, passant de 0,018 a 3,8, soit 210 fois
plus élevé. D’autre part, la sélectivité de la sonde a été testée (Figure 66) en mesurant les
rapports d’intensité d’émission de la sonde en présence de différents analytes (H20;, 0,
ClO", CH3CO3H, Oy, GSH, Fe**, Zn?*, Ca?*, Co*", NO*, NO,). Les résultats montrent que la

sonde est trés sélective envers les radicaux HO® comparativement aux autres analytes étudiés.
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Figure 66 : Rapport des intensités d’émission de la sonde (20uM) en présence de différents
analytes (25 eq).

D’autre part, il a été montré que cette sonde est trés stable a I’auto-oxydation. De plus,
des expériences sur des cellules Hela vivantes ont permis de montrer que la sonde est capable
de s’accumuler a I’intérieur de la cellule vivante et de présenter une réponse fluorescente en

présence de radicaux HO®.(58)

111.4.2.2. Détection des radicaux hydroxyles dans P. falciparum

Comme vu précédemment, lors du processus de digestion de I’hémoglobine, des
radicaux de type HO® sont produits a I’intérieur du compartiment vacuolaire. D’autre part,
dans les conditions oxydantes de la vacuole digestive, la FQ est capable d’engendrer la
formation de ce type de radicaux par des réactions de type Fenton. L’analyse ultrastructurale
des parasites traités par la FQ suggerent que le comportement rédox de la FQ engendrerait des
dommages sur la membrane de la vacuole digestive. Nous avons donc émis I’hypothese que la
présence de FQ dans la vacuole digestive du parasite pouvait générer une augmentation de la

production de radicaux HO®.

La synthese de la sonde a été réalisée grace a la voie de synthése évoquee
précédemment (Figure 64).

Dans un premier temps, nous avons étudié la fluorescence intrinseque (sans incubation
de la sonde) des globules rouges non parasités, aux longueurs d’onde d’intérét, par

microscopie confocale.
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Dans la suite des expériences présentées, les longueurs d’onde d’excitation sont 405

nm pour le laser UV, 488 nm pour le laser bleu et 545 nm pour le laser vert et les longueurs

d’onde d’émission sont 460nm, 510 nm et 580 nm respectivement.

Figure 67 : Images de microscopie confocale obtenues avec des hématies saines non traitées

et non incubées avec la sonde ratiométrique.
Ces images montrent que la fluorescence intrinseque des hématies est quasiment nulle.

Comme vu précédemment, il a été montré que les érythrocytes parasités par P.
falciparum produisent des espéces radicalaires alors que les érythrocytes sains non.(63-65)
Cependant, ces différentes études ne précisent pas la nature de ces ROS. Nous avons donc
émis I’hypothése qu’une partie de ces ROS sont des radicaux HO°. La fluorescence
intrinseque de la souche CQ-résistante FcB-1 de P. falciparum a été étudiée en absence ou en

présence de la sonde ratiométrique.

Nous avons déterminé les ratios d’intensité de fluorescence Irouge/ lvert, dans les globules
rouges parasités par FcB1, non traités et non incubés par la sonde, pour la zone du
cytoplasme, du noyau, localisé grace au DAPI et de la vacuole digestive a proximité des
cristaux d’hémozoine. Un ratio identique a été trouvé pour ces trois zones et est de 0,4 = 0,2
(n=12).
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Figure 68 : Images de microscopie confocale obtenus avec A) des hématies parasitées par la

souche CQ-résistante FcB-1, non traitées et non incubées avec la sonde ratiométrique
(incubées au DAPI) ; B) des hématies parasitées par la souche CQ-résistante FcB-1, non

traitées et incubées avec la sonde ratiométrique (40uM, 5 min), puis incubées au DAPI.

Ces images montrent qu’en [’absence de sonde, I’intensit¢ de fluorescence des
parasites CQ-résistants FcB-1 est quasiment nulle alors que 1’ajout de la sonde engendre

I’apparition d’un signal pour le filtre rouge et pour le filtre vert.

Dans le cytoplasme, 1’ajout de la sonde engendre une augmentation du ratio d’intensité
de fluorescence liouge/lverr de 0,4 £ 0,2 (n =9) a 3,9 £ 0,4 (n = 8), soit une augmentation de
presque 10 fois supérieure.

Dans le noyau, I’ajout de la sonde engendre une augmentation du ratio d’intensité de
fluorescence Iyouge/lverrde 0,4 +0,2 (n =9) a 3,2 £ 0,4 (n = 8), soit une augmentation de 8 fois

supérieure.

Dans la vacuole digestive, I’ajout de la sonde n’a pas d’effet sur le ratio d’intensité de

fluorescence liouge/ lvert-

Ces résultats montrent que la sonde entre dans les hématies parasitées et s’accumule a

I’intérieur du parasite au niveau du cytoplasme, du noyau et de la vacuole digestive.
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L’augmentation des ratios Irouge/ lvert Calculés dans le cytoplasme ou dans le noyau suggere la
présence de radicaux HO® dans ces compartiments. L’absence d’effet observé dans la vacuole
digestive suggere qu’il n’y a pas de radicaux HO® dans ce compartiment acide ou que cette

quantité est trop faible pour étre détectée.

Nous avons ensuite étudié 1’influence de I’ajout de CQ ou de FQ sur les ratios calculés

pour ces différents compartiments.

, Bleu Vert . Rouge
N
.

Figure 69 : Images de microscopie confocale obtenues avec : CQ) des hématies parasitées par

la souche CQ-résistante FcB-1, traitées par de la CQ et incubées avec la sonde ratiométrique,
puis incubées au DAPI ; FQ) des hématies parasitées par la souche CQ-résistante FcB-1,
traitées par de la FQ et incubées avec la sonde ratiométrique, puis incubées au DAPI.

Dans les deux cas, on observe une accumulation de la sonde dans les hématies
parasitées. L’intensité de la fluorescence d’émission mesurée dans le rouge semble plus
importante aprés un traitement a la FQ qu’apres un traitement a la CQ. Sur ces clichés, on
observe une diminution de I’intensité de la fluorescence de la sonde (aux deux longueurs
d’onde d’émission) qui correspond a la zone de la vacuole digestive. Les cristaux
d’hémozoine pourraient absorber une partie de la lumiére émise. Toutefois, le calcul des ratios
d’intensité a été réalisé dans la vacuole digestive, a proximité du pigment malarique mais dans

une zone sans pigment afin de réduire au maximum ce phénomene.
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N (nombre Moyenne Ecart-type
d’hématies
studices) ratio liouge/lvert  ratio lyouge/lvert

Parasitées 9 0,4 0,2

Parasitées et sondées 8 39 0,4

Parasitees, sondées et traitées 9 0,1 0,1

CQ

Parasitées, sondees et traitées 14 4 0,7

FQ

Tableau 17 : Ratios lyouge/lvert Calculés dans le cytoplasme de P. falciparum.

Dans le cytoplasme, 1’ajout de CQ engendre une diminution du ratio Irouge/lver Calculé,
comparativement a ce qui a été déterminé pour les parasites non traités. L’ajout de FQ ne

modifie pas la valeur du ratio lrouge/ lvert.

N (nombre Moyenne Ecart-type

d’hématies étudiées)
ratio liouge/lvert  ratio lrouge/ lvert

Parasitées 10 0,4 0,2
Parasitées et sondées 11 3,2 0,4
Parasitées, sondees et traitées 9 0,4 0,3
CQ
Parasitées, sondées et traitées 16 3,9 0,8
FQ

Tableau 18 : Ratios lrouge/ lver: Calculés dans le noyau de P. falciparum.

Dans le noyau, I’ajout de CQ engendre une diminution du ratio Irouge/lvert Calculé,
comparativement a ce qui a été¢ déterminé pour les parasites non traités. L’ajout de FQ ne

modifie pas la valeur du ratio lyouge/ lvert.
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N (nombre Moyenne Ecart-type

d’hématies étudiées)
ratIO Irouge/lvert I’atIO Irouge/lven

Parasitées 9 0,4 0,2
Parasitées et sondées 13 0,3 0,1
Parasitées, sondées et traitées 9 0,0 0,0
CQ
Parasitées, sondées et traitées 16 2,0 0,5
FQ

Tableau 19 : Ratios lrouge/ lvert Calculés dans la vacuole digestive de P. falciparum.

Dans la vacuole digestive, ’ajout de CQ engendre une diminution du ratio Irouge/lvert
calculé, comparativement a ce qui a été déterminé pour les parasites non traités. L’ajout de FQ

engendre une augmentation du ratio lyouge/lvert Calcule.

Ces données suggeérent que la CQ engendrerait donc une diminution de la production
des radicaux hydroxyles dans le noyau, le cytoplasme et la vacuole digestive. Plusieurs études
se sont intéressées a la capacité de la CQ a générer du stress oxydatif, tres récemment, une
revue bibliographique a permis de faire le point sur les données actuelles.(66) Toutefois,
malgré un grand nombre d’études en faveur d’un tel mécanisme, aucune conclusion n’a pu
étre réellement établie. 1l est a noter que notre étude concerne uniquement les radicaux HO® et
non la totalité des ROS produits dans le parasite. Par ailleurs, il avait été montré que la CQ est
capable d’engendrer une diminution de la concentration en radicaux HO° dans des
neutrophiles humains stimulés au zymosan c'est-a-dire des neutrophiles produisant des
radicaux HO®.(67)

Les résultats de cette étude suggerent que la FQ n’engendrerait donc pas
d’augmentation de la production des radicaux HO® dans le noyau et dans le cytoplasme.
D’autre part, I’augmentation du ratio Irouge/ lver: Calculé dans la vacuole digestive montre que la

FQ génére une augmentation de la production de radicaux HO® dans le compartiment acide.

Ces résultats ont été obtenus chez FcB1 qui est une souche CQ-résistante de P.
falciparum. Des expériences similaires devront étre réalisées sur une souche CQ-sensible pour

étayer les conclusions.
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II1.5. Mécanisme d’action dans le site d’action

Les données evoquées précédemment montrent clairement que la FQ agit au niveau de
la vacuole digestive a proximité des cristaux d’hémozoine, ce qui nous conforte dans I’idée
que la FQ inhiberait la nucléation et/ou la croissance du pigment malarique. Nous avons tout
d’abord étudié la capacité de nos molécules a inhiber la formation de la fB-hématine en
solution. Ensuite, des études de modélisation moléculaire nous ont permis de proposer des

sites de liaison de la FQ sur les faces du cristal d’hémozoine.

II1.5.1. Association de I’hématine avec la FQ, la RQ, la FQ-Me et la RQ-Me

Les constantes d’affinité (logK) ont été déterminées en collaboration avec le groupe du
Pr. Timothy Egan (Department of Chemistry, University of Cape Town, South Africa) selon
la méthode précédemment reportée.(68) L’absorbance est mesurée a 402 nm, correspondant a

la bande de Soret de I’hématine, en fonction de la concentration en FQ, RQ, FQ-Me ou RQ-

Me.
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Figure 70 : Variation de 1’absorbance de I’hématine a 400 nm en fonction de la concentration

des composés.
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Les valeurs sont étudiées apres correction, afin de prendre en compte la dilution et les

erreurs de lecture de I'absorbance.

Composés logK Steechiométrie de liaison
FQ 5,52 £ 0,06 1:1
FQ-Me 4,71 £0,05 1:1
RQ 4,44 +0,16 et 4,47 + 0,06 1:2
RQ-Me 4,59 + 0,02 1:1

Tableau 20 : Constantes d’affinité déterminées entre 1’hématine et les différents composés

dans une solution aqueuse de DMSO a 40% (pH 7.5) a 25 °C

Comme pour la FQ, tous les composés forment des complexes avec I’hématine en
solution. Dans les conditions expérimentales reproduisant le milieu vacuolaire, une molécule
de FQ-Me (ou RQ-Me) s’associe avec une molécule d’hématine selon une stoechiométrie 1:1,
avec une constante d’affinit¢é du méme ordre de grandeur (Figure 70). Les modifications
chimiques ont donc peu d’influence sur I’interaction non covalente entre 1’hématine et ces
molécules. Fait intéressant, nous avons trouve une constante de liaison plus grande pour la FQ
que celle déterminée précédemment.(68) Cette valeur est exactement la méme que celle
déterminée pour la CQ. En fait, la valeur de logK de la FQ diminue avec le temps, ce qui
suggere que la FQ est modifiée en solution au cours d'une période de quelques heures. Ces
changements pourraient étre le résultat soit d'agrégation soit de I'oxydation de la FQ. Cette
derniére hypothese est conforme a nos observations récentes. En effet, nous avons postulé que
le comportement rédox de la FQ pourrait étre responsable de la destruction du complexe

hématine-drogue par une réaction de type Fenton.

Dans le cas de la FQ-Me et de la RQ-Me, les valeurs de logK sont inférieures a celles
déterminées pour la FQ, mais restent néanmoins du méme ordre de grandeur. Il semblerait
donc que la présence du groupe méthyle modifierait la spécificité et la géométrie de
I'interaction entre les composés et I'hématine, conduisant & une diminution des constantes
d'association. Il a été suggéré que le processus de biocrystallisation de 1’hématine en
hémozoine est un processus dépendant du pH, et que I’ajout de CQ pourrait altérer cet
équilibre.(69) L’ajout d’un groupement méthyle sur ’atome N11 de la FQ engendre une
augmentation de la valeur du pKa donc une augmentation de la basicité en milieu aqueux. La
variation de pH ainsi engendrée pourrait avoir des conséquences sur la formation de

I’hémozoine et de ses précurseurs et ainsi engendrer un diminution de la capacité de la FQ-Me
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a interagir avec ceux-ci. D’autre part, une étude récente(70) suggerent que les médicaments
quinoléiques n’agirait pas de maniére semblable dans les mécanismes d’inhibition de la
croissance ou de la nucléation de ’hémozoine. En effet, il a été montré que la CQ inhiberait la
croissance de I’hémozoine en prévenant la conversion du dimére p-0xo en hémozoine alors
que la CQ agirait en empéchant la conversion du monomere de FPIX en dimére p-oxo, I’AQ
agirait a ces deux niveaux. Ces résultats montrent clairement que malgré une structure et un
mécanisme d’action proches, les médicaments quinoléiques agissent a des niveaux différents
dans le processus d’inhibition de la formation de 1’hémozoine. L’ajout d’un groupement
méthyle sur ’atome N11 pourrait engendrer une modification de I’interaction de la molécule

avec le processus d’inhibition de croissance du pigment malarique.

En ce qui concerne la RQ, I’analyse des données est plus compliquée. En effet, trois
modéles différents d’interaction ont été envisagés : selon une steechiométrie 1:1, selon une
stoechiométrie 2:1 classique ou selon une stoechiométrie 2:1 coopérative. L’analyse des
données nous a permis de conclure que la RQ devrait se lier a I’hématine selon le modéle 2:1
classique avec deux valeurs de logK tres proches. Les constantes d'association sont également
plus faibles que celles obtenues pour la FQ. Cette différence pourrait étre expliquée par la
plus grande taille de I'atome de ruthénium par rapport a I'atome de fer. En effet, le volume
moléculaire de la RQ (350 cm® / mol) par rapport a celui de la FQ (280 cm® / mol). Toutefois,
il reste difficile d’expliquer pourquoi un tel phénomeéne n’est pas observé avec la RQ-Me qui
forme un complexe 1:1 avec I’hématine, comme observé avec la FQ et la FQ-Me. Ces

données suggerent que d'autres facteurs sont impliqués dans leur activité antipaludique.

II1.5.2. Site de liaison proposé pour la FQ sur les faces du cristal d’hémozoine

L'inhibition de la nucléation et / ou de la croissance des cristaux d’hémozoine induite
par la FQ peuvent étre expliquées par la liaison stéréosélective de la FQ sur les faces de ceux-
ci. Cette étude a été réalisée en collaboration avec le Pr Leslie Leiserowitz (Weizmann
Institute of Science, Israél). Géneralement, les deux formes biogénique (hémozoine) et
synthétique (B-hématine) du pigment malarique présentent les trois faces dominantes d’un
cristal : { h, k, | } les faces latérales {100} et {010}, qui sont perpendiculairement 1’une de
l'autre, et la face {011} qui est inclinée par rapport a I’axe ¢, terminant le cristal a chaque
extrémité.(71) Parfois, les cristaux d’hémozoine biogénique possédent une face {001}, qui est
perpendiculaire a 1’axe € et qui n’est pas correctement développée. La face {001} expose le

fragment acide propionique CH,CH,COH, le groupe propionate O=C-O-Fe, les groupes C-H
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du cycle périphérique et une partie du noyau plan de I’héme. La face {100} expose I’acide
propionique CH,CH,COH et les groupes C-H du cycle périphérique avec un angle oblique,

tandis que la face latérale {010} expose le noyau plan de I’héme.

Pour retarder la nucléation et / ou la croissance de I’hémozoine, il a été suggéré qu’un
médicament antipaludique doit se lier a au moins 1'une des faces {001} ou {011}. Un
inhibiteur efficace de la nucléation et / ou de la croissance des cristaux d’hémozoine devrait
également se lier soit a la face {100} ou a la face {010}. Comme vu précédemment, il avait
été proposé que le mecanisme d'action de la CQ impliquerait la liaison de celle-ci aux faces
{001} et {100}.(72)

Afin de fixer la conformation de la FQ de sorte qu'elle puisse étre adsorbée sur les
faces {001}et {100}, la conformation de la FQ a été ajustée sur le modéle de la CQ. L'énergie
de conformation de la FQ a ensuite été minimisée par un champ de force COMPASS. Seule la
FQ est "flexible", le cristal d'hémozoine reste fixe. Les conformations des fragments d'acide
propionique, vinyle et méthyle du cristal hote, exposées aux faces {001}et {100}, ont ensuite
été ajustées manuellement pour satisfaire au mieux aux liaisons hydrogenes acides-bases N-

H...O et C-H...X (O ou N) entre 1'adsorbat et la surface du cristal.

Il existe deux possibilités d'association de la FQ avec la B-hématine, comme dans le
cas de la CQ. La premiere possibilité consiste en une interaction de type m-m entre le cycle
quinoléine et la porphyrine, associée a une liaison hydrogene entre I'azote protoné terminal de

la chaine latérale de la FQ et le groupe propionate (Figure 71).
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Figure 71 : Prédiction des interactions de liaison de la FQ sur la face {00-1}du cristal

d’hémozoine, par mécanique moléculaire.

La seconde possibilité consiste en deux liaisons hydrogenes : d'une part, entre I'azote
protoné du cycle quinoléine et un groupement propionate, et, d'autre part, avec lI'azote protoné
terminale de la chaine latérale de la FQ (Figure 72). Ces deux possibilités ne sont possibles
que dans le cas ou il y a eu transfert de protons entre I'acide propionique du cristal et les
azotes basiques de la FQ.
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Figure 72 : Prédictions par mécanique moléculaire des contacts intermoléculaires existants

entre la FQ et la face {1,0,0} du cristal d’hémozoine.

D’autre part, comme dans le cas de la CQ(72), les formes d'interaction de la FQ
devraient &tre mono- ou diprotonées, car on peut s’attendre a un transfert de protons de la part
d'un (ou de deux) acide(s) propionique(s) du cristal de B-hématine vers les groupes aminés
basiques de la FQ. La plus forte proportion de formes neutres et monoprotonées de la FQ par
rapport a la CQ pourrait expliquer la plus grande efficacité de la FQ pour lier le cristal de -

hématine. Des résultats similaires ont été observés pour la RQ.
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11.6. Conclusion

La synthése et I’analyse des analogues de la FQ, nous ont permis d’améliorer nos
connaissances dans les mécanismes d’action de cette molécule, notamment sur sa localisation

dans le site d’action.

Nous avons montré qu’au pH cytosolique, la FQ et la RQ sont sous leur forme
« fermée », grace a la formation d’une liaison hydrogéne intramoléculaire, et devraient
posséder une meilleure perméabilité membranaire que les formes « ouvertes » de la FQ-Me et
de la RQ-Me. D’autre part, il existe une balance entre les formes neutres de la FQ et de la RQ
vers les formes diprotonées de FQ<2HCI et RQ<2HCI grace a une énergie de liaison
hydrogéne intramoléculaire relativement faible. Ces données suggérent que la FQ et la RQ
pourraient aisément traverser la membrane de la vacuole digestive, ou le pH acide de 5,2
permettrait la formation préférentielle de la forme ouverte diprotonée qui ne serait plus

capable de traverser a nouveau la membrane, réduisant ainsi I’efflux.

Une corrélation positive significative des valeurs de Clso entre la FQ et la RQ, entre la
FQ et la RQ-Me, entre la FQ-Me et la CQ), et entre la RQ et la RQ-Me, suggérent que la FQ et
la RQ posséderait le méme type de mécanisme d’action. La FQ-Me et la CQ pourraient
posséder le méme mécanisme de résistance, de plus elles seraient probablement expulsées par
les mémes protéines de transport. D’autre part, les activités antipaludiques de la FQ et de la
RQ ne sont pas corrélées avec les polymorphismes des génes pfcrt, PIMRP, pfmdrl, ou pfnhe-
1. Le comportement pharmacologique de la FQ serait donc fortement modifié par la présence
du noyau ferrocenique, ce qui pourrait jouer un réle fondamental dans le mécanisme d'action

moléculaire de la FQ.

La RQ (et donc la FQ) s'accumule préférentiellement dans les hématies parasitées par
rapport aux hématies saines. D’autre part, nous avons montré que I’accumulation de la RQ
dans les hématies parasitées atteint trés vite un équilibre ce qui suppose une grande rapidité
d’action de la RQ (et de la FQ). D’autre part, 1’absence de la liaison hydrogene
intramoléculaire engendre une diminution de la cinétique d’accumulation, suggérant que cette
liaison est essentielle a une accumulation rapide et efficace de la RQ, donc de la FQ, a

I’intérieur du compartiment vacuolaire.

Des expériences de microscopie électronique nous ont permis de montrer, sans

coloration, que la RQ s’accumulerait dans les membranes de la vacuole digestive a proximité
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du pigment malarique. D’autre part, la localisation de la RQ, de la FQ et de la CQ a été
réalisée et nous a permis de mettre en évidence une différence importante dans la localisation
entre la FQ (et la RQ) et la CQ. La RQ et la FQ s’accumulent préférentiellement dans la
vacuole digestive du parasite. Dans les souches CQ-sensibles, la CQ est présente de facon
diffuse a I’intérieur du parasite alors qu’elle est absente (ou non détectée) de la vacuole
digestive dans les souches CQ-résistantes. Ces données suggerent que la FQ agirait au niveau
de la vacuole digestive ou elle inhiberait la croissance du pigment malarique. Des études de
modélisation des interactions de la FQ avec I’hémozoine a permis de montrer que la FQ

pourrait se lier aux faces {0,0,1} et {1,0,0} du cristal de B-hématine.

Dans les conditions oxydantes de la vacuole digestive, nous avons montré que la FQ et
la FQ-Me sont capables de générer la production de radicaux HO® par des réactions de type
Fenton. Les deux molécules produiraient la méme quantité de radicaux HO®, suggérant que
I’introduction d’un groupement méthyl sur I’azote N 11 ne modifierait pas les propriétés rédox
de la molécule. La plus faible activité de la FQ-Me serait due a une moins bonne
accumulation dans la vacuole digestive. De plus, nous avons montré que contrairement a la
CQ, la FQ engendre une augmentation des mécanismes rédox a I’intérieur du parasite,
notamment une augmentation de la production des radicaux HO® dans la vacuole digestive.
D’autre part, en présence de FQ, ’ultrastructure du parasite est modifiée. En effet, la présence
de FQ engendre la disparition partielle ou totale de la membrane de la vacuole digestive ainsi
qu’une diminution de la taille des cristaux d’hémozoine. Dans les mémes conditions, les
dommages engendrés par la FQ-Me sont plus faibles, démontrant que la capacité de la FQ a
s’accumuler dans la vacuole digestive permet une meilleure efficacité de son mécanisme

d’action.

Ces résultats montrent donc que la FQ posseéde un mécanisme d’action multifactoriel.
La FQ s’accumule dans la vacuole digestive du parasite grace a une amélioration du transport
membranaire engendrée par son caractére lipophile, mais aussi par la présence d’une liaison
hydrogene intramoléculaire obtenue grace a une balance subtile entre les formes neutres,
monoprotonées et diprotonées. En plus de son efficacité d’inhibition de la croissance du
pigment malarique, les propriétés rédox de la FQ semblent engendrer de graves dommages au
parasite, notamment a la membrane du compartiment vacuolaire, ce qui pourrait précipiter la
lyse rapide du parasite. De plus, la structure particuliére de la FQ, lui permettrait d’échapper

aux protéines de transports impliquées dans la résistance aux quinoléines, lui permettant ainsi
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d’étre un bon candidat médicament. La FQ est donc un candidat médicament possedant un

mécanisme d’action original et distinct de celui de la CQ.
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I. Introduction

Comme nous I’avons vu précédemment, 1’apicoplaste présent chez Plasmodium
sppest une cible potentielle dans le développement de nouveaux médicaments
antipaludiques.(1-3) Il a été montré que les quinolones et les fluoroquinolones, qui ciblent les
topoisomérases 1l et 1V chez les bactéries,(4, 5) sont également efficaces surP.
falciparum.(6) La gyrases et la topoisomérase IV, dont la caractérisation biochimique a été
résolue récemment, pourraient étre les principales cibles des fluoroquinolones, telles que la

ciprofloxacine.(7, 8)

Récemment, nous avons reporté 1’utilisation d'une double stratégie combinant
une approche prodroguea la chimie bioorganométallique, pour améliorer I’activité
antipaludique d’un antibiotique, la ciprofloxacine (CIPRO).(9) Cette stratégie a révélé que
la démarche prodrogue permet d’engendrer une augmentation importante de l'activité
antipaludique. D'une maniere intéressante, I’ajout d'un groupement ferrocénique sur le noyau
pipérazine, conduit a une amélioration supplémentaire de l'activité qui pourrait étre
partiellement attribuée a deux propriétés du métallocéne. Tout d'abord, les propriétés rédox du
Fc qui pourraient engendrer un stress oxydatif in situ.*? Deuxiémement, la forte lipophilie
du Fc qui pourrait permettre une amélioration du passage membranaires de ces analogues. ** Il
est important de noter que ces deux mécanismes peuvent agir ensemble et ne sont pas

exclusifs.

Nous avons souhaité explorer ces mécanismes d'action potentiels, ¢’est pourquoi nous
avons synthétisé de nouveaux dérivés portant soit un groupement benzyle soit un groupement
adamantanyle a la place du groupement ferrocényle. Ces substituants encombrants permettent
de mimer le groupement ferrocenique tout en supprimant ses propriétés rédox. En effet, le
groupement benzyle permet de conserver [’aromaticit¢é de la molécule tandis que

I’adamantane permet de conserver I’encombrement stérique.

Les nouvelles molécules ont été comparées a la CIPROet a sa
prodrogue ester éthylique. Nous avons étudié leurs stabilités ainsi que leurs activités
antipaludiques, antitoxoplasmiques et leurs activités cytotoxiques. Nous avons ensuite

entrepris la validation de la cible thérapeutique.
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Figure 73 : Structures chimiques de la Ciprofloxacine (Cipro), de la prodrogue ester éthylique
de la Ciprofloxacine (Cipro-Et), du dérivé ferrocénique de la Ciprofloxacine (Cipro-Fc), du
dérivé benzylique de la Ciprofloxacine (Cipro-Bz) et du dérive éthyladamantyle de la

Ciprofloxacine (Cipro-Ad).
I1. Fluoroquinolones organiques
[1.1. Synthése

L’acide 2.,4,5-trifluorobenzoique réagit avec le réactif de Vilsmeier-Haack (chlorure
d'oxalyle et le diméthylformamide (DMF)) dans le dichlorométhane et permet d’obtenir avec
un rendement quantitatif le chlorure d’acyle d’intérét. Le chlorure d'acyle est ensuite
condense avec du 3-(diéthylamino)acrylate d’éthyle (fraichement obtenu a partir de propiolate
d'éthyle et de N,N-diéthylamine) dans un mélange de toluéne et de triéthylamine pour fournir
le cétoester avec un rendement de 73%. La transaminolyse du cétoester avec la
cyclopropylamine, puis la cyclisation du composé a l'aide de carbonate de potassium dans du

DMF engendre la formation d’une difluoroquinolone. Les fluoroquinolones finales ont ensuite
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été obtenues par couplage du composé précédent dans l'acétonitrile avec soit la 1-
benzylpipérazine, avec un rendement de 64% ; soit avec la 1-{2-[(adamantan-1-
yl]éthyl}pipérazine avec un rendement de 30%. La 1-{2-[(adamantan-1-yl]éthyl}pipérazine a
¢été préparée a partir d’acide 2-(adamantan-1-yl)acétique en trois étapes: (i) la réduction de
I'acide carboxylique en alcool primaire, (ii) la conversion de I'alcool en chlorure

correspondant, et (iii) la condensation du chlorure avec la pipérazine.

HNEt, + HC=—COOEt

]

COOEt
F o o ELN, o o
a F F
S e Al S G
F F F F b F F

NEt,

Figure 74 : Schéma de synthése menant a la Cipro-Bz et a la Cipro-Ad.(a) (COCI),, DMF,
dichlorométhane, N,atm, Tamb., 24h; (b) toluéne, Et3N, Ny, reflux, 24h, (c¢) CH3CN, Njatm,
Tamb., 24h (d) EtOH/Et,0 (1/2), Tamb., 3h, puis DMF, K,COg, reflux, 12h; (e)
benzylpipérazine, N,atm, CH3CN, reflux; (f) Noatm, CH3CN, reflux; (g) LiAlIH4, Nyatm, anh.
THF, Tamb.; (h) SOCI,, pyridine; (i) pipérazine, K,CO3, CH3CN.
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11.2. Etude de la stabilité des esters

Le recours a la stratégie prodrogue peut étre utilisé a différentes fins. En effet, elle
peut étre utilisée afin d’augmenter la solubilité aqueuse d’une molécule destinée a étre
injectée, a améliorer I’absorption et la distribution du médicament, a augmenter la sélectivité
de la molécule en lui permettant d’étre activée au niveau de la cible, a améliorer sa stabilité
métabolique ou chimique, a diminuer sa durée d’action en rendant la molécule moins sensible
vis-a-vis des mécanismes d’activation, de réduire la toxicit¢é du médicament, a augmenter
I’acceptabilité en supprimant un mauvais gout ou une mauvaise odeur, ou encore pour

permettre la reformulation d’une molécule.

Dans cette étude, la stratégie prodrogue a été appliquée pour tenter d’augmenter
I’activité antipaludique des fluoroquinolones en améliorant le passage membranaire de noS
molécules et ainsi permettre une accumulation au niveau de la cible. L’étude précédente avait
montré que les analogues prodrogues de la Cipro étudiés précédemment, étaient plus actifs.
Les nouveaux analogues ont été synthétisés afin d’étudier le mécanisme d’action de ces
molécules, c’est pourquoi il a été nécessaire d’étudier la stabilité de ces prodrogues avant

toute investigation supplémentaire.
11.2.1. Stabilité a pH physiologique

La stabilit¢ de nos molécules (ImM) a été étudiée en milieu tamponné (tampon
phosphate a pH 7,4) a 37°C durant 76 heures, par suivie HPLC.

Le suivi a été réalisé toutes les trente minutes jusqu’a deux heures puis toutes les
heures. A partir de la sixieme heure, le suivi a été réalisé toutes les deux heures. A partir de la

vingtieme heure, les prélévements ont été réalisés toutes les quatre heures.

Toutes les molécules (Cipro-Et, Cipro-Bz, Cipro-Fc, et Cipro-Ad) se sont révélees trés
stables dans ces conditions. En effet, toutes les molécules sont stables durant plus de 76
heures et aucune dégradation n’a été observée. Dans le cas de la Cipro-Et, aucune libération
de la Ciprofloxacine n’a été observée. Pour les autres molécules, les chromatogrammes sont

restés identiques tout le long de nos expériences.
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11.2.2. Stabilité en présence de sérum humain

Les molécules comportant certains groupes fonctionnels, tels que des esters, peuvent
se décomposer dans la circulation sanguine, ce qui pourrait engendrer une grande clairance et
un temps de demi-vie court. Une mauvaise stabilité plasmatique pourrait donc entrainer de
mauvaises propriétés pharmacocinétiques in vivo et des performances pharmacologiques

décevantes.

Le sang contient un grand nombre d'enzymes hydrolytiques, telles que les
cholinestérases, les aldolases, les lipases, les déhydropeptidases et les phosphatases.(10) La
proportion de chaque enzyme dépend de I’espéce, de I'état pathologique, du sexe, de 1'age et
de la race.(11) Si le composé étudié présente une affinité pour les enzymes présentes dans le
sang et qu’il posséde un groupe hydrolysable dans la bonne position, alors il pourrait étre
décomposé dans le plasma. Nous avons donc étudié la stabilité de nos prodrogues dans du
milieu de culture RPMI supplémenté par 10% de sérum humain a 37°C. Le suivi a été réalisé
par HPLC durant 76h.

L’ensemble des composés ¢étudiés s’est révelé stable dans des conditions

physiologiques. En effet, aucune dégradation n’a été observée aprées 76h.
11.3. Basicité et lipophilie

La lipophilie (logP) est une propriété importante qui peut étre le reflet de I'absorption,
la distribution, le métabolisme, I'excrétion et la toxicité ainsi que de [l'activité

pharmacologique.

La détermination du (ou des) pKa d’une molécule permet de déterminer le degré
d'ionisation de cette molécule. Cette propriété peut donc avoir un impact majeur sur la

solubilité et la perméabilité de la molécule.

Nous avons déterminé les logP et les pKa des dérivés fluoroquinolones par prédiction

grace au logiciel Marvin Calculator5.2 de ChemAxon(12).

Nous avons émis I’hypothése que les esters prodrogues fluoroquinolones sont
hydrolysées en acide carboxylique et qu’elles agissent sous la forme zwitterionique de ces

acides. Nous avons donc étudié la lipophilie et les pKa (Tableau 21) de la Cipro sous sa forme
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neutre et sous sa forme zwitterionique, de la Cipro-Bz sous sa forme acide neutre ou
zwitterionique et de la Cipro-Ad sous sa forme acide neutre ou zwitterionique. Ces constantes
ont été étudiées en comparaison avec celles des formes estérifiées des différentes molécules :
Cipro-Et sous sa forme neutre et monoprotonée, Cipro-Bz sous sa forme neutre et

monoprotonée et Cipro-Ad sous sa forme neutre et monoprotonée (Figure 75).

O O O O
F ‘ O/\CH3 FMO
N N N N

Cipro-Et monoprotonée Cipro : forme zwitterionique
O O

\@u@ﬁf* S

Cipro-Bz-acide Cipro-Ad-acide
O O O O

F | O/\CH3 Fwo
N N N N
+ +
Ot X Ot X
H H
Cipro-Bz monoprotonée Cipro-Bz-acide : forme zwitterionique
O O O O

F | 0~ “CH; F | o

Cipro-Ad monoprotonée Cipro-Ad-acide : forme zwitterionique

Figure 75 : Structures chimiques de la Cipro-Et monoprotonée, Cipro sous sa forme
zwitterionique, Cipro-Bz sous sa forme acide, Cipro-Ad sous sa forme acide, Cipro-Bz
monoprotonée, Cipro-Bz-acide sous sa forme zwitterionique, Cipro-Ad monoprotonée et

Cipro-Ad sous sa forme zwitterionique.
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Comme nous I’avons vu précédemment, 1’apicoplaste est délimité par quatre

membranes. D’autre part, pour cibler 1’apicoplate, nos molécules doivent tout d’abord

traverser la membrane de 1’hématie puis la membrane parasitophore. De ce fait, il est crucial

que nos molécules soient capables de traverser toutes ces membranes et donc qu’elles

possedent un juste équilibre dans leur propriétés physico-chimiques pour améliorer ce passage

membranaire.

Formes Composés Log P pKa
Cipro-Et 2,29 8,67
Cipro-Bz 4,35 6,69
) Cipro-Ad 5,25 7,58
Esters éthyliques _ ;
Cipro-Et monoprotonée -0,93 8,67
Cipro-Bz monoprotonée 0,95 6,69
Cipro-Ad monoprotonée 1,85 7,58
Cipro 1,71 8,68 et5,76
Cipro-Bz-acide 3,77 6,74 et 5,70
_ _ Cipro-Ad-acide 4,66 7,58 et 5,74
Acides carboxyliques |...... B
Cipro (forme zwitterionique) -4,20 8,68 et 5,76
Cipro-Bz-acide (forme zwitterionique) -2,32 6,74 et 5,70
Cipro-Ad-acide (forme zwitterionique) -1,42 7,58 et 5,74

Tableau 21 : Prédictions des valeurs de Log P et de pKa.

Le comportement hydrophile élevé des acides carboxyliques (Cipro, Cipro-Bz-acide et

Cipro-Ad-acide) suggérent que ces formes devraient étre moins efficaces pour traverser les

multiples membranes que leurs homologues estérifiés. La concentration critique des

médicaments qui affectent les fonctions de I’apicoplaste pourrait ainsi €tre atteinte plus

rapidement permettant un effet antipaludique plus rapide et une diminution de « I’effet

retard » habituellement observé avec cette famille de composés.
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I1.4. Activités anti-apicomplexes et cytotoxicité
11.4.1. Activités antipaludiques

Les activités antipaludiques des composés ont été déterminées par le Dr Bruno
Pradines, sur une souche CQ-sensible (3D7), une souche CQ-résistante (W2), et une souche
résistante a 1’atovaquone (Tm90C2b) de P. falciparum (Tableau 22), a 48h (un cycle) et 96h

(deux cycles).

Clso (nM)
Apres 48h Apres 96h
Composés 3D7 W2 Tm90C2b 3D7 W2 Tm90C2b
Cipro 470+£59 1223+190 718+130 128+4,7 168%+26 153+35

Cipro-Et 2,33+0,25 3,67+041 3,56+0,67 089+018 0,84+0,28 2,27+0,20
Cipro-Fc 2,63+0,27 4,82+0,58 6,78+0,72 159+0,33 1,72+0,23 1,82+0,40
Cipro-Bz  1,08+0,19 1,61+0,23 256+0,21 032+014 049+023 235+0,48
Cipro-Ad  1,00+0,40 2,06+0,18 246+023 041+0,10 0,71+0,23 2,23+0,37

Tableau 22 : Activités antipaludiques de la Cipro, de la Cipro-Et, de la Cipro-Fc, de la Cipro-
Bz et de la Cipro-Ad sur 3D7, W2 et Tm90C2b apres 48h et 96h.

Les nouveaux analogues fluoroquinolones Cipro-Bz et Cipro-Ad sont plus actifs que

la Cipro ou que les dérivés Cipro-Et et Cipro-Fc, aprés 48h ou 96 h de temps d’incubation.

En effet, le dérivé Cipro-Ad est de 29 a 60 fois plus actif que la Cipro contre les
souches Tm90C2b et W2, et est 47 fois plus actif contre la souche CQ-sensible3D7 apres 48 h

d'exposition au médicament et de 7 a 31 fois plus actif apres 96 h.

Les composés Cipro-Ad et Cipro-Bz présentent des valeurs de Clsg Iégérement plus
élevées contre la souche Tm90C2b comparativement a ce qui est observé contre 3D7 et W2.

Les activités antipaludiques in vitro de tous les composés fluoroguinolones ont
augmenté apres une exposition prolongée. Néanmoins, cet effet est moins marqué pour les

composés présentant une fonction ester éthylique.
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Précédemment, nous avions vu que les antibiotiques tels que la Cipro ou la
doxycycline (DOX) exercent leur activité antipaludique avec un effet de "mort retardée" sur
des souches ou isolats de P. falciparum.(9, 13, 14) Les prodrogues fluoroquinolones se sont
révelées de 1,6 a 4,4 fois plus actives apres 96 h d'exposition au médicament par rapport aux
activités relevées aprés 48 h. Dans les mémes conditions, la Cipro est de 3,7 a 7,3 fois plus
active apres 96h. Ce qui suggérent que la stratégie prodrogue permet de diminuer I’effet de

« mort retardée » et d’avoir une action antipaludique plus rapide.

Il est important de noter que les prodrogues fluoroquinolones organiques Cipro-Ad et
Cipro-Bz présentent une activité antipaludique plus importante que la Cipro-Fc. Ces données
suggerent que la présence du Fc ne permet pas un gain net d’activité. D’autre part, il a été
montré récemment(15) que contrairement a la vacuole digestive, 1’apicoplaste est un
environnement réducteur. De ce fait, le ferrocéne (Fe'"") ne peut pas engendrer la production de

radicaux HO° puisque cela supposerait un passage du Fe' & Fe'

grace a des conditions
oxydantes. L’augmentation du stress oxydant obtenu avec la FQ dans la vacuole digestive ne
peut donc pas étre reproduit pour cette classe de composés qui cibleraient I’apicoplaste. De ce
fait, les propriétés rédox du Fc n’interviennent pas dans I’activité antipaludique de ces
molécules, suggérant ainsi que seul I’augmentation de la lipophilie des molécules serait le

facteur prépondérant dans 1’activité de ces molécules.

De plus, bien que la Cipro-Bz et la Cipro-Ad présentent des activités antipaludiques du
méme ordre de grandeur, la Cipro-Ad est 1égérement plus active. L’encombrement stérique
plus important de I’adamantane pourrait permettre une meilleure interaction de la molécule

avec la cible thérapeutique.
11.4.2. Activités anti-toxoplasmiques
11.4.2.1. Activités in vitro

Parmi les études qui ont suivi la découverte de 1’apicoplaste, un grand nombre d’entre
elles ont été effectuées chez T. gondii. En effet, cet autre parasite apicomplexe posséde la
particularité d’avoir huit copies du génome circulaire de 35 kDa de 1’apicoplaste du parasite
(dans sa forme tachyzoite) alors que Plasmodium n’en posséde qu’une seule.(16) D’autre part,
les similarités marquées entre 1’apicoplaste de T. gondii et celui de Plasmodium ont poussé les

scientifiques a utilisé le parasite de la toxoplasmose comme modele de Plasmodium.(17)
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Nous avons donc testé ’activité de nos composés sur des tachyzoites de T. gondii, en

collaboration avec le Pr RosianeVVomaro (Université fédérale de Rio de Janeiro, brésil).

Clso (M)
Composés 24h 48h
Cipro >20 >20
Cipro-Et 0,96 + 0,18 0,42 + 0,06
Cipro-Fc 2,95+ 0,92 1,28 £ 0,20
Cipro-Bz 1,70 £ 0,68 1,24 +0,14
Cipro-Ad 0,92 +0,39 0,46 = 0,06

Tableau 23 : Activités de la Cipro, de la Cipro-Et, de la Cipro-Fc, de la Cipro-Bz et de la
Cipro-Adsur des tachyzoites de T.gondii.

Les résultats montrent que ces composés présentent une bonne activité contre les
tachyzoites de T. gondii a des concentrations relativement faibles. D’autre part, tous les
composés testés se sont révélés plus actif que la Cipro, notamment, les fluoroguinolones

Cipro-Et et Cipro-Ad, qui inhibent la croissance du parasite avec une Clspen nanomolaires.

Des études cinétiques ont révélé que les nouveaux composés fluoroquinolones
bloguent la prolifération des tachyzoites dans les 24 h de temps d’incubation, alors que la
Cipro engendre une inhibition de la croissance du parasite seulement apres le deuxiéme cycle
de l'infection. Aprés 48 h d'exposition, les Clsg sont inférieures a celles observées a 24 h, ce
qui suggere que les prodrogues fluoroquinolones exercent un léger effet de "mort retardée”

chez les parasites T. gondii.
11.4.2.2. Activités in vivo

L’activité in vivo (Figure 76) des prodrogues fluoroquinolones a été comparée avec
celle de la Cipro et de la pyriméthamine, chez des souris Swiss infectées par T. gondii. Les

souris ont été traitées une journée apres I’infection, durant une période de sept jours.
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Figure 76 : Test in vivo des prodrogues fluoroquinolones chez la souris swiss pour un
traitement de 7 jours a la dose de 50 mg/kg/jours. Pourcentage de souris vivantes en fonction

du nombre de jours.

A la dose de 50 mg/kg/ jour, la Cipro-Bz et la Cipro-Ad présentent des taux de survie
identiques a ce qui a été déterminé pour les souris non traitées, la totalité des souris étant
décédées apres une dizaine de jours. L’ajout de pyriméthamine permet d’améliorer la survie
des souris, la totalité des souris étant décédée aprés une vingtaine de jours. Néanmoins, ce
résultat est similaire a ce qui a été obtenu pour la pyriméthamine seule, laissant supposer que

I’amélioration n’est due qu’a la pyriméthamine et non a un effet additif.

La Cipro-Et permet d’avoir un taux de survie de 27% jusqu’au soixantiéme jour.
L’ajout de pyriméthamine permet de retarder la mort des souris. En effet, un taux de survie de
60% est observé a une dizaine de jour avec la Cipro-Et seule alors que ce taux est obtenu
jusqu’au vingtiéme jour avec ’ajout de pyriméthamine. Au-deld du vingtiéme jour, les

résultats sont similaires en absence ou en présence de pyriméthamine.

Les tests in vitro avaient montré que la Cipro-Ad et la Cipro-Bz étaient les molécules
les plus actives, les tests in vivo montrent le contraire, laissant supposer une moins bonne

biodisponibilité des nouvelles prodrogues.
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I1.5. Cytotoxicité
[1.5.1. Cytotoxicité in vitro

La toxicité in vitro des composés a été évaluee en collaboration avec le Pr Rossiane C.
Vommaro (Université fédérale de Rio de Janeiro, Brésil) et Dr Jamal Khalife (IPL, Lille,
France) sur des cellules de rate de souris et sur une lignée cellulaire LLC-MK2 (cellules de

rein de singe rhésus), (Partie expérimentale).

DLso(uM)
Composés | LLC-MK2 | Splénocytes murins
Cipro N.D. >40
Cipro-Et >30 >40
Cipro-Fc >30 >40
Cipro-Bz >30 57 +13
Cipro-Ad 27,8+ 3,7 >100

Tableau 24 : Cytotoxicité de la Cipro, de la Cipro-Et, de la Cipro-Fc, de la Cipro-Bz et de la
Cipro-Ad.

Tous les composés présentent une cytotoxicité relativement faible (Tableau 24). Le
dérivé Cipro-Ad possede I’activité cytotoxique la plus faible ainsi que 1’activité antipaludique
la plus élevée. De ce fait, ce composé posséde 1’indice thérapeutique le plus haut et donc est le

composé le plus intéressant de cette série.
[1.5.2. Cytotoxicité in vivo

La toxicité in vivo de la Cipro-Et, la Cipro-Ad et la Cipro-Bz a été testée chez des
souris, en collaboration avec le Pr Rossiane C. Vommaro (Université fédérale de Rio de

Janeiro, Brésil).

Dans un premier temps, la toxicité des composés a été évaluée en mesurant 1’impact

d’une administration monodose sur la prise de poids de I’animal.
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Composes Doses Poids initial Poids aprés 48h % prise de poids
(mg/kg) ) ) apres 48h
Cipro-Et 25 19,87 22,25 11
50 19,15 20,92 8
100 20,71 22,27 7
200 20 22,17 10
Cipro-Bz 25 21,21 23,85 11
50 19,30 22,72 15
100 19,21 21,94 12
200 19,93 22,20 10
Cipro-Ad 25 20,65 23,10 11
50 20,80 22,12 6
100 20,45 23,50 13
200 21,11 23,28 9

Tableau 25 : Evaluation de I’impact d’une administration monodose de 25 mg/kg, de 50
mg/kg, de 100 mg/kg ou de 200 mg/kg de Cipro-Et, de Cipro-Bz ou de la Cipro-Ad sur la
prise de poids chez la souris.

Ces résultats montrent que 1’administration monodose de Cipro-Et, de Cipro-Bz et de
Cipro-Ad n’engendre pas de diminution de poids chez la souris, la prise de poids est
d’environ 10 % au bout de 48h pour tous les composés et pour toutes les doses. Ces données
suggerent qu’un traitement monodose de nos prodrogues n’engendre pas de souffrance chez la

souris méme a la dose de 200 mg/g.

Dans un second temps, les parametres biochimiques ont ensuite été évalués apres
I’administration monodose de nos prodrogues. Nous avons étudié le taux d’urée, le taux de

créatinine kinase et le taux de 1’alanine amino transférase / glutamate pyruvate transaminase

(ALT/TGP).

Le taux d’urée depend de la fonction rénale, un taux anormalement élevé sera un signe
de disfonctionnement du rein. L’activité de I’enzyme créatinine kinase est le reflet de
I’activité rénale. L’ ATP/TGP est une enzyme présente dans le foie en grosse quantité, un taux

¢levé de cette enzyme peut €tre le signe d’un disfonctionnement hépatique.
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Urée Creatinine kinase ATP/TGP
(mg/dL) (U/L) (U/L)
Valeurs de reférence 18-29 68-1070 28-132
Composés Dose (mg/kg)
0 53
25 55,8 172 13
Cipro-Et 50 51,2 182
100 55,1 578
200 49,3 583
0 48 420
Cipro-Ad
200 51,5 467
0 46.7 563
25 49.2 65
Cipro-Bz 50 50.6 506 58
100 52.8 66
200 46.2 1541 51

Tableau 26 : Taux d’urée, de créatinine kinase et d’ATP/TGP évalués chez la souris aprés

administration d’une monodose de 0, 25, 50, 100 ou 200 mg/kg de Cipro-Et, de Cipro-Ad ou

de Cipro-Bz.

Ces résultats montrent que la Cipro-Et n’engendre pas d’augmentation du taux de

créatinine kinase. Le taux d’urée obtenu avec ce composé est supérieur a la dose de référence,

cependant, en absence de traitement, le taux d’urée est également supérieur a la dose de

référence, suggérant que ce haut taux n’est pas le résultat de I’administration du composé chez

la souris. Le taux d’ATP/TGP n’a pu étre déterminé qu’a la dose de 25 mg/kg, bien que ce

taux soit légérement plus bas que le taux de reéférence, il reste néanmoins acceptable.

Ces données montrent que la Cipro-Ad n’a aucun effet sur les taux d’urée et de

créatinine kinase a la dose la plus haute de 200 mg/kg. Les taux d’ATP/TGP n’ont pas été

déterminés.

La Cipro-Bz engendre une augmentation importante du taux de créatinine kinase a la

dose de 200 mg/kg ce qui suggerent que ce composé pourrait engendrer une toxicité rénale.
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Le taux d’urée obtenu avec ce composé est supérieur a la dose de référence, cependant, en
absence de traitement, le taux d’urée est également supérieur a la dose de référence, suggérant
que ce haut taux n’est pas le résultats de I’administration du composé chez la souris. Le taux

d’ATP/TGP n’a pas ét¢é affecté par le traitement par la Cipro-Bz.

Ces données suggérent que seul la Cipro-Bz engendre une toxicité chez la souris et

qu’un traitement avec ce composé pourrait engendrer des complications rénales.
[1.6. Ultrastructure

Les résultats précédents montrent que la Cipro-Bz peut engendrer des effets
secondaires, c’est pourquoi nous avons choisi d’étudier ’ultrastructure des parasites de T.

gondii en présence de Cipro-Et et de Cipro-Ad, en comparaison avec un contréle non traité.

Controle Cipro-Ad Cipro-Et

Figure 77 : Etude de la division cellulaire de T. gondii en présence de Cipro-Ad ou Cipro-Et,
ou en absence de drogue (contrdle). Le complexe membranaire apparait en rouge, tandis que

’apicoplaste apparait en vert.

Dans le contrble, les rosettes sont bien définies et chaque parasite présente un
apicoplaste, d’autre part, sans traitement, la formation des cellules filles se déroule

normalement avec une division normal de ’apicoplaste.

Lorsque les parasites sont traités par la Cipro-Ad, la division parasitaire est affectée,
conduisant au regroupement des cellules filles. De plus, les cellules filles produites apres un

traitement avec la Cipro-Ad, présentent des apicoplastes irréguliers, de tailles anormales.
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Pour les parasites traités avec la Cipro-Et, la division parasitaire est également affectée

et les cellules filles présentent des apicoplastes anormalement élargis.

Ces résultats montrent que les prodrogues fluoroquinolones engendrent des problemes
dans la division cellulaire chez T. gondii, notamment au niveau de ’apicoplaste. En effet,
I’apicoplaste est bien présent dans chaque cellule fille mais il présente une taille plus grande
que la normale, témoignant d’un réal impact du traitement sur la division apicoplastique. Ces
données suggerent que les prodrogues fluoroquinolones cibleraient bien I’apicoplaste chez T.

gondii.
I1.7. Vers une validation de la cible ?

[1.7.1. Etude de docking

Les fonctions de I’apicoplaste, comme la réplication, la transcription, et la traduction
de I'ADN ainsi que les voies anaboliques de synthese des acides gras, des précurseurs des
isoprénoides, de I'neme et des complexes [Fe-S], rendent cet organelle essentiel a la survie du
parasite du paludisme. Plusieurs anti-bactériens ciblant ces voies ont démontré des capacités a
engendrer la mort de Plasmodium spp(18, 19), cependant la validation de la cible a I’intérieur
du parasite reste délicate. Il a été montré que la Ciprofloxacine cible le génome de
I’apicoplaste de P. falciparum, plus particulierement la gyrase de 1’apicoplaste, inhibant ainsi

la réplication de I'ADN et conduisant a une « mort retardée » du parasite.(2, 8, 20)

Les données précédentes montrent que la Cipro-Ad est la molécule la plus efficace,
suggérant que 1I’encombrement stérique et la lipophilie de cette molécule seraient essentiels a
son activité. Néanmoins, ces données ne permettent pas de montrer la haute affinité de la

molécule pour le site d’action présumé, I’ADN gyrase.

Nous avons donc étudié le r6le possible de 'ADN gyrase dans le mécanisme d'action

de ces nouveaux composes, grace a une étude de docking utilisant une structure modélisée.

Les études de docking ont été réalisées en collaborations avec le Dr René Wintjens
(Faculté de Pharmacie, Université Libre de Bruxelles, Belgique).
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11.7.1.1. Construction du modeéle

11.7.1.1.1. Alignement de séquences

(et T. gondii) et la topoisomérase Il de Streptococcus aureus (S. aureus).
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Compréhension du mécansime d’action d’analogues de la Ciprofloxacine

Nous avons réalisé un alignement de séquence entre I’ADN gyrase de P. falciparum

Les alignements de sequences ainsi obtenus sont détaillées ci-dessous (Figures 78 et

Figure 78 : Alignement de séquence multiple entre la séquence de I’ADN gyrase de S. aureus
(Q99XG5), P. falciparum (Q810X3) et T. gondii (B9PYKO0).(21) Sous-unité A. Le résidu
catalytique est indiqué par (*) en dessous de la séquence. Les deux résidus clés de la région

QRDR (région correspondante a la résistance aux quinolones) sont Ser84 et Asp84 et sont

© 2012 Tous droits réservés.

repérés par (#) en dessous de la séquence.
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Figure 79 : Alignement de séquence multiple entre la séquence de I’ADN gyrase de S. aureus

(P66937), P. falciparum (Q81528) et T. gondii (B9Q192).(21) Sous-unité B. Les trois résidus
catalytiques sont indiqués par (*) en dessous de la séquence.

Le degré d’identité de séquence est de 31% ce qui est suffisant pour utiliser ce modéle

dans nos études de docking.
11.7.1.1.2. Modele des ADN gyrases de P. falciparum et T. gondii

Il a été¢ montré que la présence d’ions magnésium non-catalytiques est important pour
médier l'interaction entre les dérivés fluoroquinolones et la protéine.(22, 23) De ce fait, nous

avons conservé la présence de ces ions Mg®* dans les processus de docking.

Les modeles ont été construits a partir de la sequence entiere puis nous avons
sélectionné les modeles finaux parmi ceux ayant obtenus le meilleur score d’énergie, c'est-a-

dire ceux d’énergie la plus basse.

Dans la représentation ci-apres, le code couleur suivant a été utilisé : la gyrase A est
colorée en orange, la gyrase B est en bleu clair, 'ADN est représenté avec les atomes de
carbone en vert, les molécules de Cipro sont représentées avec les atomes de carbone en
jaune, les ions magnésium liés a la Cipro sont en pourpre alors que les ions magnésium

catalytiques sont en violet. Les atomes d'oxygene sont en rouge, les atomes d'azote sont en
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bleu, les atomes de fluor sont en rose, et le phosphate est en magenta. Pour plus de clarté, les

boucles n’ayant pas été¢ modélisées ne sont pas inclus dans ce schéma

Figure 80 : Représentation du modéle de I’ADN gyrase de P. falciparum.(21)

11.7.1.1.3. Préparation des ligands

Selon le pH du milieu, la Cipro et ses dérivés peuvent exister sous trois formes
chimiques distinctes : la forme cationique, la forme anionique et la forme zwitterionique. Pour
la Cipro, les valeurs expérimentales des pKa; et pKa, sont respectivement de 5,9 et 8,29. Pour
le derivé benzylique, les valeurs predites des pKa et pKa sont 5,7 et 6,7. Pour le dérivé
adamantylique, les valeurs prédites des pKqy et pKg, sont 5,7 et 7,6. A pH physiologique, les
ligands sont donc majoritairement sous forme zwitterionique. Ces formes ont donc été

utilisees lors des calculs de docking.
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11.7.1.2.Docking

Nous avons réalisé le docking des fluoroquinolones dans la région QRDR des ADN
gyrases modelisées par homologie. La conformation des ligands a été déterminée grace a un

algorithme génétique Lamarckien.

Figure 81 : Modele de la gyrase de P. falciparum en interaction avec le composé Cipro-Ad

(sous forme zwitterionique).

Le docking de la Cipro avec le modé¢le de I’ADN gyrase de P. falciparum et T. gondii
indique que I’interaction est stabilisée, avec une énergie de liaison estimée inférieure a -12

kcal.mol .

La liaison est en grande partie constituée d’interaction de Van der Waals et
d’interaction par empilement 7-n. Le composé est intercalé dans une paire de bases d’ADN, de
ce fait peu d'interactions directes avec la protéine ont été détectées. Les résidus
correspondants a Ser84, c'est-a-dire Lys248 ou GIn348, sont les principaux résidus qui
interagissent. L’ion Mg?* chélaté par la Cipro contribue & I'énergie de liaison, grace & des
interactions avec la protéine et avec I'ADN.

Des résultats similaires ont été obtenus pour le docking des formes zwitterioniques des

composés Cipro-Bz et Cipro-Ad. Le phényle ou 1’adamantane permettent des interactions
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supplémentaires de type Van der Waals, néanmoins les énergies libres de liaison estimées

sont du méme ordre de grandeur que celles obtenus avec la Cipro.

Energie de liaison avec Energie de liaison avec
’ADN gyrase de P. PADN gyrase de T.

Composés falciparum (kcal.mol™) gondii(kcal.mol™)
Cipro ~12.33 ~15.14
Cipro-Bz —13.94 —-16.12
Cipro-Ad ~13.03 ~15.28

Tableau 27 : Energies de liaison des fluoroquinolones (Cipro, Cipro-Bz et Cipro-Ad-> sous

formes zwitterioniques) avec I’ADN gyrase de P. falciparum et I’ADN gyrase de T. gondii.

Une différence d’énergie de liaison est considérée comme significative lorsqu’elle est
de ’ordre de 2,0 & 2,5 kcal.mol™.(24) Dans notre étude de docking, les différences d’énergie
d’interaction entre les différents composés fluoroquinolones ne nous permettent pas de
conclure quant a une affinité plus élevée de I’une ou I’autre de nos molécules. De plus, ces
résultats ne nous permettent pas de mettre en relation I’activité antipaludique et
antitoxoplasmique de nos molécules avec une affinité pour la cible. Ces données suggérent
que la plus haute activité des prodrogues et notamment des prodrogues comportant une
substitution sur le noyau pipérazine, serait due a la plus grande lipophilie de ces composés par

rapport a la Cipro et donc a un meilleure passage membranaire.
11.7.2. Fluorescence des rayons X
[1.7.2.1. Préambule

Précédemment, nous avons montré que la détection d’atomes fluorescents, comme les
atomes de ClI, peut étre utilisée pour localiser un médicament dans la cellule, et ce malgré leur

présence endogéne dans les cellules: ions métalliques, chlore, fluor ...

Les fluoroquinolones contiennent un atome de fluor dans leur structure ce qui pourrait
permettre leur localisation a Dl’intérieur du parasite et ainsi valider leur présence dans

I’apicoplaste.
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L’¢énergie de transition du Fe pour la couche K correspond a 7126 eV, a 22127 eV
pour le Ru, a 2832 eV pour le Cl et a 2481 eV pour le S. L’énergie de transition de I’atome de
fluor sur sa couche K est de 686 eV soit environ dix fois inférieure a celle du Fe. La gamme
d’énergie de la ligne ID22 de I’ESRF est comprise entre 6,5 et 65 keV, de ce fait il n’est pas

possible d’étudier la distribution de 1’élément fluor grace a cet appareillage.

D’autre part, I’analyse d’éléments a faible numéro atomique peut étre limitée par un
rendement de fluorescence faible, il est donc primordiale d’utiliser un systeme doté¢ de
détecteurs adapteés. La ligne Twinmic du synchrotron Elettra (Trieste, Italie) possede une
gamme d’énergie comprise entre 280 a 2200 eV permettant de travailler avec divers éléments
(Figure 82), et ce simultanément. D’autre part, le signal est détecté par un ensemble de huit
détecteurs de type SDD (silicium) permettant ainsi de compenser le faible rendement

fluorescent des éléments a faible numéro atomique.

P
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g 1500 — Mg
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g 1000 —
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3 0
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[ I [
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Figure 82 : Eléments analysables sur la ligne TwinMic d’Elettra (Trieste, Italie).(25)

Ces gammes d’énergie nous permettent également de pouvoir réaliser la cartographie

des atomes de Fe en utilisant I’énergie d’excitation de la raie L (860 eV).
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I1.7.2.2. Etude de I’accumulation des fluoroquinolones

Nous avons choisi de comparer la localisation de la Cipro-Fc et de la Cipro-Ad. La
Cipro-Ad est la molécule la plus active, qui posséde le meilleure index thérapeutique. Bien
que I’activité de la Cipro-Fc ne soit pas supérieure a celle de la Cipro-Ad, la localisation de la
Cipro-Fc nous permettra d’étudier I’impact de I’introduction d’un Fc dans la structure de ces

molécules, vis-a-vis de la localisation.

Nous avons réalisé la co-localisation des atomes de F, de Fe et de C dans des hématies
parasitées par une souche CQ-sensible HB3 et traitées par la Cipro-Fc ou Cipro-Ad, ou non
traitées (contrdle). La localisation des atomes de F devrait nous permettre de localiser nos
molécules a l’intérieur du parasite. La localisation des atomes de Fe, nous permettra de
localiser avec précision I’emplacement du pigment malarique et donc de la vacuole digestive.
La localisation du C, nous servira a déterminer les ratios d’accumulation relatif du F en

fonction des zones, les atomes de C devraient étre uniformes sur toute la cellule.
I1.7.2.2.1. Temps d’incubation de 24h
11.7.2.2.1.1. Cipro-Fc

Les études ont été réalisées sur des hématies infectées par une souche CQ-sensible
HB3 et traitées par de la Cipro-Fc (2uM) avec un temps d’incubation de 24 h. Un contrdle,

non traité a également été réalisé. Les hématies ont été déposées en monocouche sur des

cellules en nitrure de silicium de 200 nm d’épaisseur.

Figure 83 : Nano-imagerie par rayonnement synchrotron en fluorescence des rayons X. A)
Hématie parasitée par la souche CQ-sensible HB3 et non traitée ; B) Hématie parasitée par la

souche CQ-sensible HB3 et traitée par la Cipro-Fc (24h de temps d’incubation).
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Dans le controle, la cartographie du F ne montre pas d’accumulation de F dans le
parasite, alors que la cartographie du Fe montre une zone d’accumulation correspondante a la
vacuole digestive du parasite. Sur les cartographies obtenues pour la Cipro-Fc, la zone
d’accumulation des atomes de Fe apparait bien différente de la zone d’accumulation des
atomes de F, ce qui suggére que la Cipro-Fc s’accumule en dehors du compartiment

vacuolaire du parasite.

11.7.2.2.1.2. Cipro-Ad

Les études ont été réalisées sur des hématies infectées par une souche CQ-sensible

HB3 et traitées par de la Cipro-Ad (2uM) avec un temps d’incubation de 24 h.

Figure 84 : Nano-imagerie par rayonnement synchrotron en fluorescence des rayons X. A)
Hématie parasitée par la souche CQ-sensible HB3 et non traitée ; B) Hématie parasitée par la

souche CQ-sensible HB3 et traitée par la Cipro-Ad (24h de temps d’incubation).

L’observation des cartographies des atomes de Fe des hématies traitées par la Cipro-
Ad, permettent de localiser la vacuole digestive du parasite. Cependant, la cartographie des
atomes de fluor ne montrent pas d’accumulation de fluor a I’intérieur du parasite. Cette
observation n’est pas en accord avec les résultats obtenus dans les tests d’activités. En effet, la
Cipro-Ad étant la molécule la plus active, on aurait pu s’attendre a une accumulation plus

importante de cette molécule par rapport a ce qui a été observé pour la Cipro-Fc.

11.7.2.2.2. Temps d’incubation de 48h

Nous avons étudié I’accumulation de la Cipro-Fc dans des hématies parasitées par la

souche CQ-sensible HB3 et traitées par la Cipro-Fc avec un temps d’incubation de 48h.
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Figure 85 : Nano-imagerie par rayonnement synchrotron en fluorescence des rayons X. A)
Hématie parasitée par la souche CQ-sensible HB3 et non traitée ; B) Hématie parasitée par la

souche CQ-sensible HB3 et traitée par la Cipro-Fc (48h de temps d’incubation).

Contrairement a ce qui a été observé apres un temps d’incubation de 24h et tandis que
I’accumulation des atomes de Fe nous a permis de localiser le compartiment vacuolaire,
aucune accumulation des atomes de fluor n’a pu étre observée a I’intérieur du parasite. Ces

données sont en contradiction avec les données précédentes.
11.7.2.2.3. Comparaison des ratios F/C

11.7.2.2.3.1. Cipro-Fc
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Figure 86 : Hématie parasitée par la souche CQ-sensible HB3 et traitée par la Cipro-Ad

(24h). Distribution du F dans la zone d’accumulation du F.
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Figure 87 : Hématie parasitée par la souche CQ-sensible HB3 et traitée par la Cipro-Ad

(24h). Distribution du F dans la zone d’accumulation du Fe (vacuole digestive).
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Figure 88 : Hématie parasitée par la souche CQ-sensible HB3 et traitée par la Cipro-Ad
(24h). Distribution du F une zone extérieure a la vacuole digestive et extérieure a la zone

d’accumulation du F (cytoplasme).

A partir de ces données, nous avons calculé les ratios de I’intensité des atomes de F
par rapport a I’intensité des atomes de C pour déterminer les zones contenant le plus de F a

I’intérieur du parasite.
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Zone Ratio F/C

Zone d’accumulation des atomes de F 0,284

Vacuole digestive 0,169
Cytoplasme 0,274

Tableaux 28 : Ratios F/C dans la zone d’accumulation des atomes de F, dans la vacuole

digestive et dans le cytoplasme d’hématies parasitées par HB3 et traitées par Cipro-Fc (24h).

Ces données montrent qu’aucune différence ne peut étre faite entre le ratio calculé
entre la zone d’accumulation des atomes de F et le cytoplasme. Méme si une valeur inférieure
est déterminée pour la vacuole digestive, il reste difficile de conclure quant a la présence ou

non de Cipro-Fc dans I’apicoplaste du parasite.

Des calculs similaires ont été faits aprés 48h d’incubation du composé, un ratio F/C
identique a été trouvé dans I’ensemble du parasite, les calculs ayant été faits sur diverses
zones du cytoplasme et est de 0,220 environ. Dans la vacuole digestive, ce ratio est
Iégerement plus faible et est de 0,117. Nous n’avons pas observé de zone d’accumulation de F
dans I’hématie parasitée par HB3 et incubée 48h avec la Cipro-Fc, ces données montrent

qu’aucune accumulation spécifique du composé n’a pu étre observée.

11.7.2.2.3.2. Cipro-Ad

Des calculs similaires ont été faits aprés 24h d’incubation du composé Cipro-Ad, un
ratio F/C identique a été trouvé dans I’ensemble du parasite, les calculs ayant été faits sur
diverses zones du cytoplasme et est de 0,140 environ. Dans la vacuole digestive, ce ratio est
plus faible et est de 0,095. Nous n’avions pas observé de zone d’accumulation de F dans
I’hématie parasitée par HB3 et incubée 24h avec la Cipro-Ad, ces données montrent

qu’aucune accumulation spécifique du composé n’a pu étre observée.
11.7.2.2.3.3. Contrdle

Dans le contrle, c'est-a-dire dans les hématies parasitées non traitées, le ratio F/C est

de 0,147 dans la vacuole digestive et est de 0,159 dans le cytoplasme.

Les ratios obtenus pour le contréle sont du méme ordre de grandeur que ceux obtenus

pour les hématies traitées par Cipro-Fc et Cipro-Ad, et ce quel que soit le temps d’incubation
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(24 ou 48h). Ces données suggerent que les composés ne seraient pas capables de s’accumuler

dans les parasites P. falciparum.

Nous avons mesuré les ratios F/C a la périphérie des hématies, des résultats similaires
a ceux obtenus pour les contrdles ont été obtenus, ce qui suggerent que le milieu de culture

contiendrait du F.

Pour Vérifier cette hypothese, nous avons réalisé le depot de milieu de culture exempt
de toute hématie et non traité. Ce dépdt a été réalise dans les mémes conditions que celles
utilisées pour le dépdt des hématies. Le résultat de cette expérience montre que le milieu de
culture contient une grande quantité de F. De ce fait, nous pouvons conclure que les signaux
de fluor observés dans ces expériences correspondent en réalité au fluor présent dans le milieu
de culture, et ce malgré un rincage important des cellules, ce qui explique pourquoi les taux
de fluor sont similaires dans toutes les zones et dans toutes les cartographies étudiées.

11.7.3. Activités biologiques chez C. parvum

Les prodrogues fluoroquinolones présentent des activités antipaludiques et anti-
toxoplasmiques. Il a été supposé que ces molécules agirait en ciblant ’ADN gyrase de
I’apicoplaste de ces parasites. Nos expériences de docking ne nous ont pas permis de corréler
les activités de nos molécules avec une affinité pour la cible. D’autre part, la localisation du F
dans les parasites n’ayant pu aboutir, il reste délicat de conclure quant au mécanisme d’action

de nos prodrogues.

Dans le phylum des apicomplexa, C. parvum est le seul apicomplexe qui ne possede
pas d’apicoplaste, de ce fait les prodrogues fluoroquinolones ne devraient pas présenter

d’activité envers ce parasite.

Les activités biologiques sur C. parvum de la Cipro et des prodrogues
fluoroquinolones ont été déterminées en collaboration avec le Dr Philippe Lawton (Faculté de
Pharmacie de Lyon, France). L’activité des molécules est mesurée en mesurant 1’inhibition de
la croissance cellulaire d’oocystes de C. parvum. Les oocystes ont été extraits des féces d’un

veau atteint de cryptosporidiose.
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L’inhibition de la croissance cellulaire des oocystes a ¢été déterminée a trois
concentrations distinctes : 12,5 uM, 25 uM et 50 uM. La culture in vitro des oocystes a été
réalisée dans des cellules épithéliales de rein de bovin, MDBK (Martin Darby Bovin Kidney).

% inhibition de la croissance des oocystes

Composeés 12,5 yM 25 uM 50 pM
Cipro 19,48 + 1,08 46,13+ 2,91 53,40 £ 2,51
Cipro-Et 20,27 £ 10,08 32,57 +7,65 36,43+9,76
Cipro-Ad 24,68 + 8,35 34,22 £ 3,77 Tox
Cipro-Bz 33,63 £ 11,62 42,63 + 14,65 Tox
Cipro-Fc 26,20 = 4,80 31,83 +3,77 Tox

Tableau 29 : Pourcentage d’inhibition de la croissance des oocystes en présence de la Cipro

ou des prodrogues fluoroguinolones.

Toutes les molécules présentent des activités inhibitrices similaires aux doses de 12,5
uM et de 25 pM. Les Clsg ne sont calculables que pour la Cipro (39,2 uM) et pour la Cipro-Bz
(57,4 uM). L’activité de la Cipro est du méme ordre de grandeur que ce qui a été déterminé
lors des tests d’activités chez P. falciparum et chez T. gondii. En revanche 1’activité de la
Cipro-Bz est de 22 a 180 fois plus faible chez C. parvum. Comparativement (entre la Cipro et
la Cipro-Bz), la molécule la plus active chez les apicomplexes possédant un apicoplaste, est la

molécule la moins active chez C. parvum qui ne posséde pas d’apicoplaste.

A la dose de 50 uM, seules la Cipro et la Cipro-Et ne présentent pas de toxicité vis-a-
vis des cellules hétes. Néanmoins, il est important de noter que la toxicité de la Cipro-Ad, de
la Cipro-Fc et de la Cipro-Bz n’est pas corrélée avec un nombre inférieur de parasites. En
effet, le nombre de parasites est similaire a ce qui a été obtenu a la dose de 25 uM. La toxicité
des molécules s’est manifestée par une proportion importante de cellules fusiformes et étirées,
souvent isolées. Parmi les trois composés qui se sont révélés toxiques a la dose de 50 uM, la

Cipro-Fc semble étre le plus toxique pour les cellules.
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Figure 89 : Cellules MDBK infectées par C. parvum. A) Contrdle, les fleches montrent les
trophozoites ; B) Traitées par la Cipro-Fc (50 uM) ; C) Traitées par la Cipro-Bz (50 uM) et D)
Traitées par de la Cipro-Ad (50 uM).

Dans le contrdle, les cellules MDBK infectées par C. parvum sont sub-confluentes et
le nombre de trophozoites est important (Figure 89, A). Dans les cellules MDBK infectées et
traitées par de la Cipro-Fc a la dose de 50uM, le nombre de parasite est élevé mais les cellules
sont peu nombreuses, présentent un cytoplasme plus foncé et un aspect fusiforme (Figure 89,
B). Dans les cellules MDBK infectées et traitées par la Cipro-Bz, le nombre de parasites est
important mais les cellules MDBK sont peu nombreuses (Figure 89, C). Dans les cellules
MDBK infectées et traitées par la Cipro-Ad, les cellules MDBK présentent un aspect

fusiforme important et sont peu nombreuses (Figure 89, D).

Ces données suggerent que la cible de nos molécules serait bien I’apicoplaste. En effet,
les prodrogues fluoroquinolones ne sont pas actives sur le parasite C. parvum, qui ne possede
pas d’apicoplaste alors qu’elles présentent des activités au micromolaire chez P. falciparum

et T. gondii, qui possedent un apicoplaste.
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11.8. Conclusions

In vitro, la Cipro-Ad et la Cipro-Bz présentent de bonnes activités antipaludiques et
antitoxoplasmiques. La Cipro-Et et la Cipro-Fc présentent des activités Iégerement inférieures
mais qui restent néanmoins supérieures a celles obtenues pour la Cipro. La plus grande
lipophilie des composés estérifiés serait a I’origine de leur activité sur T. gondii et sur P.
falciparum. En effet, les homologues acides de ces molécules présentent un comportement
hydrophile défavorable au passage membranaire, ce qui suggérent que les esters seraient plus
efficaces pour passer les nombreuses membranes de ’apicoplaste et seraient ainsi capables de
s’accumuler plus fortement et plus rapidement. D’autre part, la substitution du noyau
pipérazine par un benzyle ou un éthyladamantyle a permis une amélioration de I’activité des
prodrogues in vitro. Nous avons suggéré que I’encombrement stérique engendré par 1’ajout de
ces groupements pourrait permettre une meilleure affinité des molécules envers la cible,
toutefois, des études de docking ne nous ont pas permis d’établir de relation entre I’activité
antitoxoplasmique et les énergies de liaison avec I’ADN gyrase de T. gondii. De plus, une
¢tude de localisation de nos prodrogues dans le parasite n’a pu aboutir a cause d’une pollution

dd au milieu de culture.

L’activité antitoxoplasmique in vivo de nos prodrogues a été déterminé sur des souris
Swiss. De facon surprenante, la Cipro-Et est la molécule le plus efficace tandis que la Cipro-
Bz et la Cipro-Ad ne permettent pas d’accéder a une survie de souris au-dela de 20 jours. Ces
résultats sont en contradiction avec ce qui a été évalué in vitro. Les logP de la Cipro-Bz (4,35)
et de la Cipro-Ad (5,25) montrent que ces composes sont hautement lipophiles. Cependant, il
a été montré qu’a des valeurs de logP comprises entre 3 et 5, les molécules présentent une
bonne perméabilité mais une absorption faible, en raison de leur potentielle faible
solubilité.(10) La Cipro-Et posséde une valeur de logP de 2,29. Les molécules possédant une
valeur de logP comprise entre 1 et 3, ont géneralement une bonne absorption intestinale, en
raison d'un bon équilibre de la solubilité et de la perméabilité.(10) In vitro, les molécules sont
mis en contact direct avec le milieu de culture contenant les cellules parasitées, de ce fait une
bonne perméabilité est nécessaire pour interagir avec la cible. Les prodrogues substituées sur
la pipérazine présentant des valeurs de lipophilie plus hautes, il était attendu d’avoir de
meilleures activités. In vivo, un juste équilibre doit exister entre la solubilité et la lipophilie
pour permettre une bonne absorption du composé. Les résultats nous montrent I’importance

des tests sur modele animal avant toute investigation future.
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De manicre toute a fait intéressante, ces molécules ne présentent pas d’activité sur C.
parvum, un parasite apicomplexe qui ne posséde pas d’apicoplaste. De plus, une étude
ultrastructurale réalisée chez T. gondii nous a permis de montrer que nos prodrogues
fluoroquinolones ont un impact sur la division de 1’apicoplaste et engendre la formation
d’apicoplastes anormaux. Ces résultats suggerent que 1’apicoplaste serait bien la cible des

prodrogues fluoroquinolones.
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Conclusion générale

Mes travaux de thése ont reposé sur deux objectifs principaux, d’une part la
compréhension du mécanisme d’action de la FQ et d’autre part, la compréhension du

mécanisme d’action d’analogues de la ciprofloxacine.

Dans le chapitre deux, nous avons synthétisé des analogues de la FQ pour tenter de
mieux comprendre son mécanisme d’action. Tout d’abord, nous nous sommes intéressés a
1I’étude de leurs propriétés physico-chimiques. La possibilité de former une liaison hydrogéne
intramoléculaire permet a la FQ d’avoir une bonne perméabilité membranaire grace a la
formation d’une conformation particuliére au pH cytosolique. En effet, a ce pH, la molécule
possede une proportion non négligeable de sa forme neutre, lui permettant ainsi d’adopter une
conformation repliée qui favoriserait le passage membranaire. Au pH vacuolaire, la molécule
est majoritairement sous forme diprotonée, générant ainsi une conformation ouverte chargée,
qui ne serait pas capable de traverser la membrane de la vacuole digestive, empéchant ainsi

Pefflux de la molécule.

D’autre part, nous avons montré que la FQ-Me, qui n’est pas capable de former de
liaison hydrogéne intramoléculaire, posséderait un mécanisme d’action et/ou de résistance
similaire a la CQ. Il a été montré que I’activit¢é de la FQ n’est pas corrélée avec le
polymorphisme des génes impliqués dans la résistance aux quinoléines antipaludiques,
suggeérant ainsi que les protéines de transport impliquées dans ces résistances ne seraient pas

capables de prendre en charge la FQ.

L’utilisation de la RQ comme traceur froid, nous a permis de montrer que la FQ
s'accumule préférentiellement dans les hématies parasitées par rapport aux hématies saines.
De plus, I’accumulation dans les hématies parasitées atteint trés vite un équilibre. D’autre
part, I’absence de la liaison hydrogéne intramoléculaire engendre une diminution de la
cinétique d’accumulation, suggérant que cette liaison est essentielle & une accumulation

rapide et efficace de la RQ, donc de la FQ, a I’intérieur du compartiment vacuolaire.

Nous avons étudié la localisation de la RQ par microscopie électronique et par
fluorescence des rayons X par rayonnement synchrotron. Ces expériences nous ont permis de
montrer que la RQ s’accumulerait dans la vacuole digestive a proximité du pigment malarique

et a proximité des membranes. La co-localisation des atomes de ruthénium et de chlore nous
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ont permis de démontrer que la RQ est intacte dans le compartiment vacuolaire et que 1’atome
de chlore peut étre utilisé directement comme élément traceur des molécules antipaludiques.
Ainsi, la localisation de la FQ et de la CQ a été réalisée et nous a permis de mettre en
évidence une différence importante dans la localisation de ces deux molécules. Dans les
souches CQ-sensibles, la CQ présente une accumulation diffuse sur I’ensemble du parasite
alors que la FQ s’accumulent nettement dans la vacuole digestive du parasite. Dans les
souches CQ-résistantes, la CQ n’est pas détectée dans la vacuole digestive ce qui est en
accord avec la littérature et démontre I’efflux de cette molécule. Ces données suggerent que la
FQ agirait au niveau de la vacuole digestive ou elle inhiberait la croissance du pigment
malarique. Des études de modélisation moléculaire ont été menées et nous ont permis
d’étudier les interactions de la FQ avec I’hémozoine (synthétique). Nous avons montré que la
FQ se lierait aux faces {001} et {100} du cristal de B-hématine. La FQ pourrait interagir sous
sa forme diprotonée grace au transfert de protons possible entre les acides propioniques du
pigment malarique et le groupe amine basique de la FQ.

La FQ et la FQ-Me sont capables de générer la production de radicaux HO® par des
réactions de type Fenton, dans les conditions de la vacuole digestive. L’introduction d’un
groupement méthyle sur I’azote N11 ne modifierait pas les propriétés rédox de la molécule
puisque les deux molécules produiraient la méme quantité de radicaux HO®. L’activité de la
FQ-Me étant plus faible que celle de la FQ, il a été suggéré que I’accumulation modérée de
cette molécule dans la vacuole digestive expliquerait cette diminution d’activité. De plus,
I’utilisation d’une sonde spécifique des radicaux hydroxyles a permis de montrer que
contrairement a la CQ, la FQ engendre une augmentation des mécanismes rédox a I’intérieur
du parasite, notamment une augmentation de la production des radicaux HO® dans la vacuole
digestive. Des études d’ultrastructure ont montré qu’en présence de FQ la membrane de la
vacuole digestive présente des altérations importantes et qu’une diminution de la taille des
cristaux d’hémozoine est observée. Malgré les propriétés rédox de la FQ-Me, les altérations
observées sont plus faibles, démontrant que I’accumulation de la FQ est un facteur important

dans son activité antipaludique.

Le mécanisme d’action de la FQ est un mécanisme complexe. L’amélioration du
passage membranaire permet a la FQ de s’accumuler dans la vacuole digestive du parasite. Ce
passage membranaire est amélioré notamment gréace a son caractére lipophile et a la présence

d’une liaison hydrogene intramoléculaire qui permet un passage aisé entre les formes neutre,
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monoprotonée et diprotonée. Les propriétés rédox apportées par le groupement Fc, permettent
a la FQ d’engendrer de graves dommages au parasite, notamment a la membrane du
compartiment vacuolaire, ce qui pourrait précipiter la mort du parasite. La FQ n’est donc pas

une CQ-like et posséde un mécanisme d’action original complexe différent de celui de la CQ.

Le troisiéme chapitre de cette theése a ¢été consacré a I’étude du mécanisme d’action de
fluoroquinolones. Récemment, nous avions montré qu’une approche prodrogue couplée a
I’introduction d’un groupement Fc, permet I’amélioration de [’activité antipaludique
d’analogues de la Cipro. Nous avons synthétis¢ de nouveaux analogues prodrogues
organiques de ces molécules, afin d’étudier I’apport engendré par I’introduction du Fc. Les
activités antipaludiques et antitoxoplasmiques in vitro de la Cipro-Ad et de la Cipro-Bz sont
plus hautes que celles déterminées pour la Cipro-Et et la Cipro-Fc. Tous les analogues
prodrogues possédent néanmoins une meilleure activité que la Cipro. Cette amélioration
d’activité serait donc due a la plus grande lipophilie de ces composés estérifiés. En effet,
I’étude des propriétés physico-chimiques des différentes molécules a permis de montrer que le
comportement hydrophile de leurs homologues acide serait défavorable au passage
membranaire. Le passage membranaire serait donc facilité dans le cas des esters prodrogues,
ce qui permettrait une accumulation plus rapide. L’activité in vitro des molécules a été
augmentée par la substitution du noyau pipérazine par un benzyle ou un éthyladamantyle,
suggérant que I’encombrement stérique, engendré par 1’ajout de ces groupements, pourrait
permettre une meilleure affinité des molécules envers la cible. Des études de docking ont
donc été menées pour calculer les énergies d’interaction des différentes molécules avec le site
d’action présumé, I’ADN gyrase de P. falciparum ou T. gondii. Toutefois ces études ne nous
ont pas permis d’établir de relation entre 1’activité antitoxoplasmique et les énergies de
liaison. D’autre part, une étude de localisation de nos prodrogues dans le parasite n’a pu

aboutir a cause d’une pollution due au milieu de culture.

In vivo, I’activité antitoxoplasmique de nos prodrogues a ét¢ déterminée sur des souris
Swiss. Contrairement a ce qui avait été observé in vitro, la Cipro-Et est la molécule la plus
active. La Cipro-Bz et la Cipro-Ad ne permettant pas d’accéder a une survie de souris au-dela
de 20 jours. La haute lipophilie de la Cipro-Bz et de la Cipro-Ad permettrait une amélioration
du passage membranaire mais limiterait la solubilité des molécules et donc engendrerait une
absorption faible. Ces résultats montrent 1’intérét des tests in vivo et démontrent que la

lipophilie est un parameétre essentiel dans le développement de nouveaux composés. De plus,
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aucune activité n’a été décelée chez C. parvum, un parasite apicomplexe ne possédant pas
d’apicoplaste, la cible présumée de nos molécules. D’autre part, chez T. gondii, nous avons
montré que nos analogues prodrogues engendrent des anomalies de la division apicoplastique
chez le parasite. Tout ceci suggérent que nos molécules agiraient au niveau de ’apicoplaste

des apicomplexes.

En résumé, ces travaux de thése ont permis d’améliorer notre compréhension dans le
mécanisme d’action de la FQ. Nous avons pu démontrer que son activité est due a la fois a sa
structure particuliere, a sa localisation préférentielle qui lui permettrait d’intéragir avec les
faces en croissance du pigment malarique et a ses propriétés physico-chimique, notamment sa
capacité a engendrer une augmentation de la production de radicaux hydroxyles dans la
vacuole digestive du parasite, entrainant ainsi la lyse de la menbrane vacuolaire puis in fine la

mort du parasite.

Les travaux sur les analogues de la Cipro nous ont permis de montrer que ces
molécules possedent une bonne activité sur P. falciparum et sur T. gondii mais pas sur C.
parvum, suggérant que la cible thérapeutique serait bien 1’apicoplaste. Des études
d’ultrastructure chez T. gondii permettent de renforcer nos conclusions. Une étude in vivo a
montré que 1’analogue ne possédant pas de substitution sur le noyau pipérazine est le plus
efficace, suggérant que les analogues substitués sur la pipérazine et qui donc possédent une
plus grande lipophilie, ne seraient pas suffisamment soluble pour présenter une bonne

absorption.
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Partie expérimentale

Les points de fusion ont été déterminés a 1’aide d’un banc Kopfler et n’ont pas été

corrigés.

Les spectres RMN 'H et *C ont été enregistrés & température ambiante sur un
spectrometre Bruker AC 300 et le tétraméthylsilane (TMS) a été utilisé comme référence
interne. Les analyses 'H ont été obtenues & 300 MHz, les analyses **C ont été obtenues & 75,4
MHz, les analyses “*N ont été obtenues & 40,6 MHz et '°F ont été obtenues & 282 MHz. Les
déplacements chimiques & sont donnés en parties par million par rapport au TMS (6 = 0,00).
Differents solvants deutérés ont été utilisés suivant la solubilité des produits. Pour les spectres
'H, les abréviations s, d, t, g, dd, sd et m se référent & des signaux sous forme de singulet,
doublet, triplet, quadruplet, doublet dédoublé, singulet dédoublé et multiplet. Pour les spectres
3¢, les abréviations C"V, CH, CH, et CHs; sont utilisées pour désigner les carbones

quaternaires, tertiaires, secondaires et primaires.

Les spectres de masse ont été enregistrés sur un spectrométre de masse Waters
Micromass Quattro II triple quadrupole LC équipé d’une ionisation électrospray (ESI) et de
sources d’ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI) ou sur un spectrométre de
masse Ultima Micromass MALDI QTOF.

Les produits ont été purifiés par colonne chromatographique sur gel de silice (Merck
Kieselgel 60) ou sur systeme chromatographique flash utilisant des colonnes pré-paquées

Puriflash (Interchim).

Les réactions ont été suivies par chromatographie sur couche mince de gel de silice
Macherey-Nagel Polygram Sil G/UV s, et les produits ont été détectés sous lampe UV a 254

nm ou 366 nm.

La pureté des produits a été déterminée par analyses élémentaires par Catherine Méliet et son
assistance (UCCS, Université Lille 1) sur un analyseur élémentaire ELEMENTAR
varioMICRO cube (financé par la Région Nord Pas de Calais et le PRIM SP).

Le dépbt des cultures sur les supports en nitrure de silicium ont été réalisés dans le laboratoire

du Dr Jamal Khalife de I’Institut Pasteur de Lille. La mise en contact des cultures de P.
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falciparum avec le produit traceur de radicaux HO® a été effectuée dans le laboratoire du Pr
Philippe Grellier au Museum Nationale d’Histoire Naturelle. Les expériences de microscopie
ont été réalisées dans le laboratoire du Dr Christian Slomianny du Laboratoire de Physiologie

Cellulaire (Université Lille 1).
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Synthéses
Etude du mécanisme d’action de la Ferroquine

2-[(N,N-diméthylamino)méthyl]ferrocénecarbaldéhyde

H

|
CH,

Fe

<

Sous N et sous agitation, la N,N-diméthyl-1-ferrocénylméthanamine (1,02 g, 4,2 mM)

est dissous dans 40 mL d’éther diéthylique anhydre, puis la solution est refroidie a 0°C. Le t-
BuLi (1,7 M dans le pentane) (3,6 mL, 6,1 mM) est ajouté goutte a goutte en maintenant la
température a 0 °C, le mélange est agité 20 min. Le diméthylformamide (0,72 mL, 8,6 mM)
est ajoutée, puis le mélange est agité durant 10 min en maintenant la température a 0 °C. Le
mélange est hydrolysé (20 mL d’eau) puis est extrait avec de I’éther diéthylique (3x20 mL).
Les phases organiques sont rassemblées, puis séchées sur MgSO,. Apres filtration, les
solvants sont évaporés sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié sur colonne
chromatographique de silice avec comme éluant un mélange d’acétate d’éthyle/éther de
pétrole (7:3) puis en suivant un gradient jusqu’a un mélange d’acétate d’éthyle/éther de
pétrole/triéthylamine (7:2:1). Les solvants des fractions correspondantes au produit sont

évaporés sous pression réduite. Une huile rouge foncé est obtenue (1,024 g, 3,78 mM).

Rendement : 90% ; Aspect : huile rouge foncée ; Formule brute : C14H;7NOFe ; Masse
molaire : 271,07 g/mol ; m/z 271 M, 256 (M-CHa3)*, 242 (M-CHO)", 227 (M-N(CHa),)",
198 (M-(N(CHs), + CHO))"; 163 (M-(HN(CHa3), + Cp))*; 121 CpFe*; 95 CsHsFe" ; 58
CH,N(CHs)," ; 56 Fe'.

RMN *H (CDCls) : 10,10 ppm : s, 1H, CHO ; 4,81 ppm : m, 1H, Cp ; 4,61 ppm : m, 1H, Cp ;
4,56 ppm: m, 1H, Cp; 4,21 ppm: s, SH, Cp’; 3,85 ppm : d (J= 13,1 Hz), 1H, CH,NMe; ;
3,35 ppm : d (J =13,1 Hz), 1H, CH,NMe; ; 2,23 ppm : s, 6H, 2CHs.

RMN **C (CDCls) : 176,3 ppm : CHO ; 83,2 ppm: C"';: 78,0 ppm : C"'; 75.3 ppm : CH Cp ;
73,2ppm: CHCp; 71,6 ppm: CH Cp*; 69,7 ppm: CH Cp; 59,3 ppm : CH;; 44,1 ppm :
CHs.

244

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Faustine Dubar, Lille 1, 2012
Chapitre IV Partie experimentale

N,N-dimethyl-1-{3-[(méthylamino)méthyl]ferrocényl}méthanamine

N
H3C‘ @\ II\] CH3
CH,

Fe

<

Le 2-[(N,N-diméthylamino)méthyl]ferrocénecarbaldéhyde (0,756 g, 2,8 mM) est

dissous dans 50 mL de THF anhydre. A cette solution est ajouté, du chlorhydrate de
méthylamine (0,942 g; 13,9 mM) et du K,CO3; (2,695 ¢g; 19,5 mM). La réaction est
abandonnée a température ambiante, sous agitation durant 1h30. Le THF est évaporé sous
pression réduite et 1’huile résultante est dissoute dans du méthanol anhydre. A 0°C du NaBH4
(0,106 g, 2,8 mM) est ajouté, puis le mélange est laissé sous agitation durant 20 min. Il est
alors hydrolysé puis extrait avec de 1’éther diéthylique (2 x 20 mL). Les phases organiques
sont rassemblées puis séchées sur MgSO,. Apres filtration, les solvants sont évaporés sous

pression réduite. Une huile marron est obtenue (0,793 g, 2,8 mM).

Rendement : 99% ; Aspect : huile marron ; Formule brute : Ci5H2:N2Fe ; Masse molaire :
286,10 g/mol ; m/z 287 MH".

RMN 'H (CDCls) : 4,22 ppm : s, 1H, Cp ; 4,14 ppm : s, 1H, Cp ; 4,07 ppm : s, 5H, Cp’ ; 4,06
ppm:s, 1H, Cp; 3,80 ppm : d (J = 13,2 Hz), 1H, CH,NHMe ; 3,65 ppm : d (J = 12,3 Hz), 1H,
CH;NHMe ; 3,34 ppm: d (J = 13,4 Hz), 1H, CH,NMe; ; 2,85 ppm: d (J = 12,2 Hz), 1H,
CH;NMe; ; 2,38 ppm : s, 3H, CH3 ; 2,14 ppm : s, 6H, 2CHs.

RMN *C (CDCIl5) : 85 ppm: C"'; 83,6 ppm: C"'; 71,0 ppm: CH ; 70,1 ppm : CH ; 69,0
ppm : 5CH; 66,1 ppm: CH; 58,0 ppm: CH,; 49,5 ppm: CH,; 44,9 ppm: 2CHs; 35,1
ppm : CHs.
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7-chloro-4-{N-méthyl-[2-(/V’,N’-diméthylaminométhyl)-N-ferrocénylméthylamino] }-

quinoléine ou ferroquine méthylée (FQ-Me)

H;C. CH;
NE="
4
6 10/ 3 Fe
PE=
Cl7 7 9 N” 2
8 1

La [2-(N,N-diméthylaminométhyl)ferrocénylJméthylamine (1g, 3,6 mM) est mélangée
avec de la 4,7-dichloroquinoléine (3,564 g, 18,0 mM), de la triéthylamine (6,962 g, 68,8 mM),
du K,CO3 (1,973 g ; 14,3 mM) dans de la N-méthyl-2-pyrrolidone (25,0 mL). Le mélange est
chauffé a 135°C sous N, durant 6h. Le mélange est refroidi a température ambiante. La phase
organique est extraite avec une solution d’acide citrique (5%), puis la phase aqueuse obtenue
est neutralisée par K,CO3 jusqu’a pH basique en présence de dichlorométhane. La phase
organique est lavée par une solution saturée en NaCl. Apres séchage de la phase organique sur
Na,SO,, les solvants sont évaporés sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié sur
colonne chromatographique de silice avec comme ¢luant un mélange d’acétate d’éthyle/éther
de pétrole (8:2) puis en suivant un gradient jusqu’a un mélange d’acétate d’éthyle/éther de
pétrole/triéthylamine (7:2:1). Les solvants des fractions correspondantes au produit sont

évaporeés sous pression réduite. Une huile marron est obtenue (1,047 g, 2,3 mM).

Rendement : 65% ; Aspect: huile marron ; Formule brute: CyH2sCINsFe ; Masse
molaire : 447,5 g/mol ; m/z 450 MH" *'Cl, 448 MH" **Cl, 405 (M ¥'Cl — NMey) *, 403 (M
¥Cl — NMey) *. Analyse élémentaire : (C, H, N) Calculée : C 64,37 %, H 5,85 %, N 9,38 % ;
Mesurée : C 63,96 %, H 5,82 %, N 9,41 %.

RMN *H (CDCls) : 8,63 ppm : d (J = 5,2 Hz), 1H, CH ; 8,05 ppm : d (J = 9,1 Hz), 1H, CH ;
8,02 ppm:d(J=20Hz),1H,CH ;7,38 ppm: dd (J = 2,2 et 8,9 Hz), 1H, CH ; 6,79 ppm : d
(J =5,3Hz), 1H, CH ; 4,39 ppm : m, 2H, CH, ; 4,22 ppm : m, 2H, Cp; 4,11 ppm : m, 1H,
Cp;4,05ppm:s, SH,Cp’; 3,31 ppm:d (J = 12,9 Hz), 1H, CH, ; 3,10 ppm : d (J = 12,9 Hz),
1H, CH;; 2,91 ppm : s, 3H, CH3 ; 2,08 ppm : m, 6H, 2CHs.

RMN **C (CDCls) : 157,3 ppm : C"V'; 151,6 ppm : CH ; 150,6 ppm : C"; 134,8 ppm : C" ;
128,8 ppm : CH ; 126,1 ppm : CH ; 125,4 ppm : CH ; 121,9 ppm : c'v':108,8 ppm : CH ;
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83,4 ppm : C" ;83,2 ppm: C"V': 71,1 ppm : CH ; 70,1 ppm : CH ; 69,6 ppm : 5CH ; 67,1 ppm
: CH ;57,7 ppm : CH;; 54,1 ppm : CH;; 45,2 ppm : 2CH3 ; 40,5 ppm : CHs.

N,N-dimeéthyl-1-ruthénocénylméthanamine

Le ruthénocéne (1 g, 4,33 mM) est mis en suspension dans un mélange d’acide
acétique glacial (13 mL, 0,22 mM) et d’acide phosphorique (1,3 mL, 19 mM), puis la
N,N,N’,N -tétraméthylméthylénediammine (1,2 mL, 8,66 mM) est ajoutée. Le ballon est
bouché et la solution est chauffée a 120 °C durant 12h. Le mélange est refroidi a température
ambiante puis il est hydrolysé avec de I’eau distillée (5 mL), puis lavé avec de I’éther
diéthylique (20 mL). La phase organique est extraite avec de 1’eau distillée (20 mL). Les
phases aqueuses sont rassemblées puis refroidies a 0 °C avant d’étre neutralisées avec de la
soude en pastille (jusqu’a pH = 8-10). La phase aqueuse est extraite avec du dichlorométhane
(3x20 mL). Les phases organiques sont rassemblées, puis séchées sur MgSO,. Apres

filtration, les solvants sont évaporés sous pression réduite.

Le produit obtenu est purifié sur colonne chromatographique de silice avec comme éluant un
mélange d’éther diéthylique/éther de pétrole (5:5) puis en suivant un gradient jusqu’a un

mélange éther diéthylique/triéthylamine (99:1).

Rendement : 71% ; Aspect : huile beige ; Formule brute : Ci3Hi7NRu ; Masse molaire :
289,04 g/mol ; m/z 291: M* '™Ru, 289 : M '“Ru, 288 : M ''Ru, 287 : M™ '"Ru, 286 :
M"%Ru, 285 : M ®Ru, 283 : M *Ru, 247 : (M-NMey)" **Ru, 245 : (M-NMe,)* *%Ru, 244
: (M-NMey)" 'Ry, 243 : (M-NMey)* *®Ru, 242 (M-NMe,)" ®Ru, 241 : (M-NMe,)* ®Ru, 239
: (M-NMe,)* ®Ru, 169 : Cp'®Ru*, 167 : Cp'®Ru*, 166 : Cp*™Ru*, 165 : Cp'®Ru*, 164 :
Cp*®Ru*, 163 : Cp®Ru*, 161 : Cp®*Ru", 58 : *CH,NMe,.

RMN *H (CDCl3) : 4,59 ppm : m, 2H, Cp ; 4,54 ppm : s, 2H, Cp ; 4,51 ppm : s, SH, Cp’ ;
3,09 ppm : s, 2H, CH,Nme, ; 2,17 ppm : s, 6H, CHs.

RMN *C (CDCIs) : 86,9 ppm : C"'; 72,4 ppm : CH Cp : 70;5 ppm : CH Cp’ ; 70,2 ppm :
CHCp ;58,9 ppm : CH, : 44,7 ppm : CHs.
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2-[(N,N-dimethylamino)méthyl]ruthénocenecarbaldéhyde

H
_Me
=
Ru Me

Sous N et sous agitation, la N,N-diméthyl(ruthénocénylméthyl)amine (1,316 ¢, 4,5
mM) est dissoute dans 150 mL d’éther diéthylique anhydre, puis la solution est refroidie a
0°C. Le t-BuLi (1,7 M dans le pentane) (5,35 mL, 9 mM) est ajouté goutte a goutte en
maintenant la température a 0 °C, le mélange est agité 20 min. La DMF (2,12 mL, 27 mM) est
ajoutée. Puis le mélange est agité durant 10 min en maintenant la température a 0 °C. Le
mélange est ensuite hydrolysé (20 mL d’eau) puis est extrait avec de 1’éther diéthylique (3x20
mL). Les phases organiques sont rassemblées, puis séchées sur MgSO,. Apres filtration, les
solvants sont évaporés sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié sur colonne
chromatographique de silice avec comme ¢éluant un mélange d’acétate d’éthyle/éther de
pétrole (7:3) puis en suivant un gradient jusqu’a un mélange d’acétate d’éthyle/éther de

pétrole/triéthylamine (7:2:1).

Rendement : 82% ; Aspect : huile jaune ; Formule brute : Cy4H17NORu ; Masse molaire :
316,36 g/mol ; m/z 319 : M™ '™Ru, 317 : MRy, 316 : M™ ™Ry, 315 : M™ 'Ry, 314 :
M*”Ru, 313 : M™%®Ru, 311 : M ?°Ru, 304 : (M-CH3)* '*Ru, 302 : (M-CH3)* ?Ru, 301 :
(M-CHs)* 1*Ru, 300 : (M-CH3)* '®Ru, 299 (M- CHs)* **Ru, 298 : (M-CHs)* ®Ru, 296 : (M-
CHs)**Ru, 290 : (M-CHO)**Ru, 288 : (M- CHO)" *?Ru, 287 : (M- CHO)* ®'Ru, 286 : (M-
CHO)" *®Ru, 285 (M- CHO)* *Ru, 284 : (M- CHO)" ®®Ru, 282 : (M- CHO)* *®Ru, 275 : (M-
NMe,)" 1%Ru, 273 : (M-NMey)" *%Ru, 272 : (M-NMey)" *Ru, 271 : (M-NMey)* *®Ru, 270 :
(M-NMey)" ®Ru, 269 : (M-NMey)" ®Ru, 267 : (M-NMey)* ®Ru, 169 : Cp'™Ru’, 167 :
Cp'®Ru*, 166 : Cp'®™Ru*, 165 : Cp*®Ru*, 164 : Cp*Ru"*, 163 : Cp®Ru", 161 : Cp*Ru", 58 :
*CH,NMes.

RMN 'H (CDCls) : 9,89 ppm : s, 1H, CHO ; 5,06 ppm : m, 1H, Cp ; 4,90 ppm : s, 1H, Cp ;
481 ppm: m, 1H, Cp; 4,61 ppm: s, SH, Cp’; 3,66 ppm: d (J = 13,14 Hz), 1H,
CH2N(CHg)2 ; 3,15 ppm : d (J = 13,14 Hz), 1H, CH,N(CHy)2 ; 2,25 ppm : s, 6H, CHs.
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RMN "€ (CDCl5) : 190,0 ppm : CHO ; 88,9 ppm: C" ; 83,3 ppm C"'; 77,2 ppm: CH Cp;
73,1 ppm: CH Cp; 72,6 ppm: CH Cp’; 71,9 ppm : CH Cp; 56,4 ppm : CH;; 44,8 ppm :
CHs.

Oxime de la 2-[(N,N-diméthylamino)méthyl]ruthénocenecarbaldéhyde

Le 2-((N,N-diméthylamino)méthyl)ruthénocenecarbaldéhyde (1,586 g, 5,0 mM) est
dissous dans 50 mL d’éthanol absolu. A cette solution est ajoutée une solution aqueuse (2
mL) de soude (0,602 g, 15,1 mM). Le mélange est placé a reflux (78 °C) sous agitation durant
2h.

Puis, le mélange est refroidi a température ambiante, et hydrolysé (20 mL d’eau), 50 mL
dichlorométhane sont ajoutés. Le mélange est ensuite neutralisé en faisant buller du CO,
gazeux jusqu’a pH neutre. Le mélange est ensuite extrait par du dichlorométhane (3x50 mL).
Les phases organiques sont rassemblées, puis séchées sur MgSO,. Apreés filtration, les
solvants sont évaporés sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié sur colonne
chromatographique de silice avec comme éluant un mélange d’acétate d’éthyle/éther de
pétrole (5:5) puis en suivant un gradient jusqu’a un mélange d’acétate d’éthyle/éther de

pétrole/triéthylamine (5:4,5:0,5).

Rendement : 78% ; Aspect : semi-solide beige ; Formule brute : Cy4H1gN,ORuU ; Masse
molaire : 331,38 g/mol ; m/z 334 : M 'Ru, 332 : M™ 'Ry, 331 : M™ '"'Ru, 317 : (M-
OH)"™™Ru, 316 : (M-OH)" 1Ru, 315 : (M-OH)* **Ru, 290 : (M-CHNOH)* ***Ru, 288 : (M-
CHNOH)* 1®Ru, 287 : (M-CHNOH)* *®Ru, 273 : (M-NMe2-OH)* '*Ru, 271 : (M-NMe2-
OH)" Y2Ry, 270 : (M-NMe,-OH)" *Ru.

RMN 'H (CDCls) : 7,89 ppm : s, 1H, CH=N ; 4,95 ppm : s, 1H, Cp ; 4,72 ppm : m, 1H, Cp ;
4,61 ppm:s, 1H, Cp; 4,53 ppm: s, SH, Cp’; 3,59 ppm : d (J = 13,02 Hz), 1H, CH;NMe; ;
3,11 ppm: d (J = 12,90 Hz, 1H, CH,NMe; ; 2,79 ppm : d (J = 12,80 Hz), 1H, CH,ND; ; 2,26
ppm : s, 6H, CHs.
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RMN **¢ (CDCls) : 146,6 ppm : CH=N; 85,2 ppm: C"; 80,9 ppm: C"'; 73,9 ppm : CH
Cp; 71,2 ppm: CH Cp; 70,1 ppm: CH Cp; 69,1: CH Cp’; 56,1 ppm : CH;; 44,1 ppm :
CHs.

1-[2-(aminomethyl)ruthénocényl]-N,N-diméthylméthanamine

_Me
HzN/@\ITI

Ru Me

&

Sous Ny, 0,422 g (11,1 mM) de LiAlH,4sont mis en suspension dans 10 mL de THF
anhydre. Sous N, I'oxime de la 2-(N,N-diméthylamino)méthyl)ruthénocénecarbaldéhyde
(0,821 g, 2,48 mM) est dissoute dans 10 mL de THF anhydre, puis cette solution est ajoutée
goutte a goutte a la suspension de LiAlH,4. Le mélange est porté a reflux durant 4h et sous
agitation. Aprés refroidissement, 20 mL d’éther diéthylique sont ajoutés, puis le milieu est
hydrolysé (20 mL). Les phases organiques et aqueuses sont separées. Puis la phase aqueuse
est extraite avec de 1’éther diéthylique (2 x 15 mL). Les phases organiques sont rassemblées,

puis séchées sur MgSO,. Apres filtration, les solvants sont évaporés sous pression réduite.

Rendement : 82% ; Aspect: huile marron ; Formule brute: CysHxN2Ru; Masse
molaire : 317,39 g/mol ; m/z 320 : M '™Ru, 318 : M™ '"Ru, 317 : M" ''Ru, 304 : (M-
NH,)"%Ru, 302 : (M- NH,)* **Ru, 301 : (M-NH,)* *™Ru, 290 : (M-CH,NH,)* **Ru, 288 :
(M- CHoNH,)" %Ru, 287 : (M- CH,NH,)" 'Ru, 276 : (M-NMey)* *™Ru, 274 : (M-
NMe,)* °Ru, 273 : (M-NMe,)* *'Ru.

RMN 'H (CDCIs) : 4,59 ppm : m, 1H, Cp ; 4,56 ppm : m, 1H, Cp ; 4,48 ppm : s, 5H, Cp’;
4,41 ppm: m, 1H, Cp ; 3,46 ppm : d (J = 14,08 Hz), 1H, CH,NMe;; 3,40 ppm : d (J =12,78
Hz) , 1H, CH;ND;; 3,28 ppm: d (J = 14,08 Hz), 1H, CH;NMe, ; 2,78 ppm: d (J = 12,78
Hz) , 1H, CH,ND, ; 2,25 ppm : s, 6H, 2CHs.

RMN *3C (CDCls) : 87,3 ppm: C", 82,3 ppm : C", 72,9 ppm : CH Cp, 70,7 ppm : CH Cp,
70,6 ppm : CH Cp, 70,5 : CH Cp’, 59,0 ppm : CH;N, 44,7 2CHs, 40,8 CH,NH,.
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7-chloro-N-{2-[(diméthylamino]méthyl)ruthénocényl}quinoléin-4-amine ou

ruthénoquine

La 1-[2-(aminomethyl)ruthénocényl]-N,N-diméthylméthanamine (0,891 g, 2,8 mM)
est mélangée avec de la 4,7-dichloroquinoléine (2,784 g, 14,0 mM), de la triéthylamine
(2,73g, 27,0 mM), du K,CO3 (0,777 g, 5,6 mM) dans la N-méthyl-2-pyrrolidone (7,5 mL). Le
mélange est chauffé a 135°C sous N durant 6h. Il est ensuite refroidi a température ambiante.
La phase organique est extraite avec une solution aqueuse d’acide citrique (5%), puis la phase
aqueuse obtenue est neutralisée par K,CO; jusqu’a pH basique en présence de
dichlorométhane. La phase organique est lavée par une solution saturée en NaCl. Apres
séchage de la phase organique sur Na,SOy, les solvants sont évaporés sous pression réduite.
Le produit obtenu est purifié sur colonne chromatographique de silice avec comme éluant un
mélange d’acétate d’éthyle/éther de pétrole (5:5) puis en suivant un gradient jusqu’a un

mélange d’acétate d’éthyle/éther de pétrole/tri¢thylamine (5:4,5:0,5).

Rendement : 28% ; Aspect : solide blanc cassé ; Formule brute : C,3H,4CINsRuU ; Masse
molaire : 478,98 g/mol ; F = 214-215 °C ; m/z MH" *™Ru*ClI, 480 : MH* ™ Ru®*Cl, 479 :
MH* 'Ru®Cl, 484 : MH* *™Ru’’Cl, 482 : MH" 1%Ru*'CI, 481 : MH* *'Ru®’CI, 438 : (M-
NMe,)" '*Ru*Cl, 436 : (M-NMe,)" 1%?Ru®Cl, 435 : (M-NMey)" *Ru*Cl, 440 : (M-NMe,)*
19RUCl, 438 : (M-NMey)™ 12Ru'Cl, 437 : (M-NMey)* *Ru*’CI. Analyse élémentaire :
(C, H, N) Calculée : C 57,67 %, H 5,05 %, N 8,77% ; Mesurée : C 56,82 %, H 5,04 %, N 8,77
%.

RMN *H (CDCI; + D,0) : 8,51 ppm : d (J = 5,38 Hz), 1H, H2; 7,92 ppm : d (J = 1,92 Hz),
1H, H8 ; 7,65 ppm : d (J = 8,94 Hz), 1H, H5; 7,30 ppm : dd (J = 1,82 et 8,96 Hz), 1H, H6;
6,42 ppm :d (J =5,34 Hz), 1H, H3; 4,71 ppm : s, 1H, Cp ; 4,60 ppm : s, 1H, Cp ; 4,55 ppm :
s, 5H, Cp’; 4,44 ppm: t (J = 2,07 et 2,02 Hz), 1H,Cp ; 4,15 ppm: d (J = 13,31 Hz),
1H, CH,ND ; 4,05 ppm: d (J = 13,44 Hz), 1H, CH,ND ; 3,58 ppm: d (J = 12,72 Hz),
1H, CH,NMe, ; 2,77 ppm : d (J = 12,78 Hz), 1H, CH,NMe; ; 2,26 ppm : s, 6H, CHs.
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RMN ¢ (CDCI3) : 152,11 ppm : CH ; 150,20 ppm : C'"': 134,65 ppm : C" ; 128,42 ppm :
CH ; 124,82 ppm : CH ; 122,06 ppm : CH ; 117,84 ppm : C'V'; 98,93 ppm : CH ; 87,84 ppm :
c" (Cp); 87,70 ppm: C"V (Cp) ; 73,83 ppm : CH (Cp) ; 73,02 ppm : CH (Cp) ; 71,37 ppm :
CH (Cp’) ; 68,69 ppm : CH (Cp) ; 57,89 ppm : CH,; 44,97 ppm : CHsz; 42,04 ppm : CH;;
29,71 ppm : CH,.

N,N-diméthyl-1-{3-[(méthylamino)méthyl]ruthénocenyl}méthanamine

Me _Me
N N
H |

Ru Me

&

Le 2-((N,N-diméthylamino)méthyl)ruthénocénecarbaldéhyde (0,791 g, 2,5 mM) est
dissous dans 40 mL de THF anhydre, a cette solution est ajouté du chlorhydrate de
méthylamine (0,844 g, 12,5 mM) et du K,CO3 (1,035 g, 7,5 mM). La réaction est abandonnée
a température ambiante, sous agitation durant 1h30. Le THF est évaporé sous pression réduite
et I’huile résultante est dissoute dans du méthanol anhydre. A cette solution est ajoutée du
NaBH, (0,100g, 2,5 mM) a 0°C, puis le mélange est laissé sous agitation durant 20 min. Il est
alors hydrolysé et extrait avec de I’éther diéthylique (2 x 20 mL). Les phases organiques sont
rassemblées puis seéchées sur MgSO,. Aprés filtration, les solvants sont évaporés sous

pression réduite.

Rendement : 94% ; Aspect: huile marron ; Formule brute: CisH»N2Ru ; Masse
molaire : 331,42 g/mol ; m/z 335 : MH" '*Ru, 333 : MH* %Ry, 332 : MH" ' Ru.

RMN 'H (CDCls) : 4,64 ppm: m, 1H, Cp ; 4,56 ppm : m, 1H, Cp; 4,48 ppm : s, 5H, Cp’ ;
4,42 ppm:m, 1H, Cp; 3,61 ppm :d (J = 14,2 Hz), 1H, CH; ; 3,46 ppm : d (J = 12,8 Hz), 1H,
CH;; 3,18 ppm:d (J = 12,31 Hz), CH3; 2,75 ppm : d (J = 12,8 Hz), 1H, CH, ; 2,42 ppm : s,
3H, CH3; 2,19 ppm : s, 6H, N(CHjs)..

RMN *3C (CDCl;) : 89,2 ppm: C"; 87,4 ppm: C": 73,4 ppm: CH Cp; 72,5 ppm : CH
Cp; 71,0 ppm: Cp’; 68,7 ppm: CH Cp; 57,8 ppm: CH,; 49,1 ppm: CH,; 44,8 ppm :
N(CHj3)2 ; 35,1 ppm : CHs.
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7-chloro-4-{N-méthyl-[2-(V’,N -diméthylaminométhyl)-N-ruthénocénylméthylamino]}-

quinoléine ou ruthénoquine méthylée (RQ-Me)

La N,N-diméthyl-1-{3-[(méthylamino)méthyl]ruthénocényl}méthanamine (1,00 g, 3,0
mM) est mélangée avec de la 4,7-dichloroquinoléine (2,96 g, 15,0 mM), de la triéthylamine
(5,81 g, 57,3 mM), du K,CO3 (1,65 g, 11,9 mM) dans de la N-méthyl-2-pyrrolidone (21,0
mL). Le mélange est chauffé a 135°C sous N, durant 6h. Le mélange est refroidi a
température ambiante. La phase organique est extraite avec une solution aqueuse d’acide
citrique (5%), puis la phase aqueuse obtenue est neutralisée par K,COj3 jusqu’a pH basique en
présence de dichlorométhane. La phase organique est lavée par une solution saturée en NaCl.
Apres séchage de la phase organique sur Na,SQOq, les solvants sont évaporés sous pression
réduite. Le produit obtenu est purifié sur colonne chromatographique de silice avec comme
¢luant un mélange d’acétate d’éthyle/éther de pétrole (5:5) puis en suivant un gradient jusqu’a

un mélange d’acétate d’éthyle/éther de pétrole/triéthylamine (5:4,5:0,5).

Rendement : 25% ; Aspect: solide beige ; Formule brute: Cy4H,sCIN3RuU ; Masse
molaire : 493,04 g/mol ; F = 146-147 °C ; m/z 232 : MH* *™Ru®*Cl, 230 : MH* *®Ru*Cl,
229 : MH" 'Ru®Cl, 234 : MH" "Ru¥Cl, 232 : MH* *?Ru%'Cl, 231 : MH" "'Ru¥'CI.
Analyse élémentaire : (C, H, N) Calculée : C 58,47 %, H 5,32 %, N 8,52 % ; Mesurée :
57,12 %, 5,21 %, 8,17 %.

RMN *H (CDCls) : 8,63 ppm: d (J = 5,1 Hz), 1H, H2 ; 8,02 ppm : d (J = 8,8 Hz), 1H, H5 ;
8,01 ppm:d (J=25Hz), 1H, H8; 7,36 ppm : dd (J =2,0 Hz et ]’ = 2,2 Hz), 1H, H6 ; 6,78
ppm:d (J =52Hz), 1H, H3; 4,71 ppm : m, 1H, Cp ; 4,64 ppm : m, 1H, Cp ; 4,50 ppm : m,
1H, Cp; 4,48 ppm : s, 5H, Cp’ ; 4,35 ppm : d (J = 14,7 Hz), 1H, CH, ; 4,22 ppm : d (J = 14,7
Hz), 1H, CH; 3,17 ppm: d (J = 13,0 Hz), 1H, CH,NMe; ; 3,02 ppm : s, 3H, NCH3 ; 2,86
ppm : d (J =13,0 Hz), 1H, CH,NMe; ; 2,10 ppm : s, 6H, CHa.
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RMN **C (CDCls) : 157,2 ppm: C"'; 151,4 ppm : CH ; 150,5 ppm : C" ; 134,6 ppm : C"V';
128,6 ppm: C"'; 125,9 ppm : CH ; 125,5 ppm : CH : 121,6 ppm : CH ; 108,3 ppm : CH ;
87,4 ppm: C" (Cp) ; 87,3 ppm: C"Y (Cp) ; 73,2 ppm : CH (Cp) ; 72,1 ppm : CH (Cp) ; 71,6
ppm : CH (Cp’) ; 69,1 ppm : CH (Cp) ; 57,6 ppm : CH, ; 54,1 ppm : 2CHs ; 45,2 ppm : CHs ;
40,2 ppm : CH..
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Etude du mécanisme d’action des fluoroquinolones ferrocéniques

chlorure de 2,4,5-trifluorobenzoyle

0
= 7
N e
FN"3F
4

Sous atmosphére inerte, 1’acide 2.,4,5-trifluorobenzoique (1,504 g, 8,54 mM) et le
chlorure d’oxalyle (0,9 mL, 10,4 mM) sont dissous dans 10 mL de dichlorométhane. Le
mélange est mis en présence de diméthylformamide ( 150 pL, 0,002 mol), durant 24h. Les
solvants sont évaporés sous pression réduite. Un liquide incolore est obtenu (1,64 g, 8,45

mM). Le produit a été utilisé sans purification supplémentaire dans 1’étape suivante.

Rendement : 99% ; Aspect: Liquide incolore ; Formule brute : C;H,CIF3O ; Masse
molaire : 193,97 g/mol ; m/z 159 : (M-*CI)*, 157 : (M-*'CI)*.

RMN *H (CDCls) : 8,01 ppm : m, 1H, CH ; 7,12 ppm : m, 1H, CH.

3-(diéthylamino)acrylate d’éthyle

@(OEt

NEt, O

La diéthylamine (1,4 mL, 13,5 mM) est additionnée au propiolate d’éthyle (1,4 mL,
13,7 mM) dans 20 mL d’acétonitrile. Le mélange est abandonné sous agitation durant 24h.
Les solvants sont évaporés. Le produit obtenu (2,23 g, 13,4 mM) est utilisé sans purification
dans I’étape suivante. Le produit a été utilisé sans purification supplémentaire dans I’étape

suivante.

Rendement : 99% ; Aspect : huile jaune ; Formule brute : CgH17NO, ; Masse molaire :
171,13 g/mol.
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3-(diéthylamino)-2-(2,4,5-trifluorobenzoyl)acrylate d’éthyle

O O
| OEt

F F "NEt,

Le chlorure de 2,4,5-trifluorobenzoyle (0,500 g, 2,58 mM) réagit sur le 3-
(diéthylamino)acrylate d’éthyle (0,789 g, 4,61 mM) dans 10 mL de toluéne. La triéthyle
amine (1,010 g, 10 mM) est ensuite additionnée goutte a goutte. La réaction est portée a 90°C
pendant Sh. Elle est arrétée par ajout d’eau (10 mL), puis le produit est extrait avec de
I’acétate d’éthyle (3 x 20 mL). Les solvants des fractions correspondantes au produit sont

évaporés sous pression réduite. Un semi solide orange foncé est obtenu (0,620 g, 1,88 mM).

Rendement : 73% ; Aspect : semi-solide orange foncé ; Formule brute : CisH1gF3NO3 ;
Masse molaire : 329,12 g/mol ; m/z 330 : MH".

RMN *H (CDCls) : 7,77 ppm : s, 1H, CHarom ; 7,31 ppm : m, 1H, CHarom ; 6,90 ppm : m, 1H,
CHarom ; 4,00 ppm : q J=7,11 Hz et J’ = 7,14 Hz), 2H, CH; (OOEY) ; 3,47 ppm : s large, 2H,
N-CH; ; 1,28 ppm : s large, 3H, CH3; 1,04 ppm : s large, 3H, CH3; 1,01 ppm : s, 3H, CH3
(OOEY).

RMN 2 C (CDCI5) : 185,1 ppm: CO ; 167,9 ppm : COO ; 154,9 ppm : C": 1452 ppm :
CHarom ; 127,0 ppm : d (J = 15,8 Hz), C"V'; 117,9 ppm : d (J = 19,8 Hz), C"V ; 105,5 ppm : d (J
=20,9 Hz), C"'; 105,3 ppm : C" (alcéne) ; 102,0 ppm : CHarom ; 60,0 ppm : CH, ; 54,4 ppm :
CH (alcéne) ; 45,5 ppm : NCH; ; 14,8 ppm : CH3 ; 14,1 ppm : CH3 ; 11,3 ppm : CHa.

RMN *F (CDCls) : -115,59 ppm : m, F ; -130,28 ppm : s large, F ; -142,81 ppm : m, F.

1-cyclopropyl-6,7-difluoro-4-oxo-1,4-dihydroquinoléine-3-carboxylate d’éthyle
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Le 3-(diéthylamino)-2-(2,4,5-trifluorobenzoyl)acrylate d’éthyle (2,19, 6,38 mM) réagit
sur la cyclopropanamine (0,8 mL, 11,54 mM) dans 40 mL d’une solution éthanol/eau (1:2),
sous agitation, a reflux durant 3 heures. Aprés refroidissement, le milieu réactionnel est
solubilisé dans 30 mL de DMF avec K,COs (3,19, 22,5 mM). Le mélange est porté a 100°C,
sous agitation, durant 7 heures. Apres refroidissement, 5 mL d’eau sont ajoutés, puis le
mélange réactionnel est filtré ce qui permet I’obtention du 1-cyclopropyl-6,7-difluoro-4-oxo-
1,4-dihydroquinoléine-3-carboxylate d’éthyle. Le produit est purifié sur colonne
chromatographique de silice avec comme éluant un mélange dichlorométhane/méthanol
(96:4). Les solvants des fractions correspondantes au produit sont évaporés sous pression

réduite. Un solide jaune est obtenu (1,5 g, 5,04 mM).

Rendement : 79% ; Aspect : solide jaune ; Formule brute : Ci5sH13F:NO3; Masse molaire :
293,09 g/mol ; F = 224-226 °C ; m/z 293,9 : MH".

RMN *H (CDCls) : 8,57 ppm : s, 1H, H2: 7,35 ppm : m, 1H, CHaom ; 6,80 ppm : m, 1H,
CHarom ; 4,40 ppm : q (J=7,14 Hz, et J’=7,11 Hz), 2H, CH; ; 3,44 ppm : s, 1H, CH ; 1,35 ppm
:s, 5H, CH3 + CH; ;1,17 ppm : s, 2H, CH, (Cp).

RMN 2 C (CDCls) : 172,7 ppm : C4 ; 165,3 ppm : COO ; 156,4 ppm : C6 ; 148,9 ppm : C7 ;
1375 ppm:d (J = 10,1 Hz), C9; 125,7 ppm :d (J =6, 2 Hz), C10; 1153 ppm : d (J = 18,3
Hz), C8; 110,9 ppm : C3; 105,5 ppm : d (J = 22,5 Hz), C5; 61,1 ppm : CH; ; 34,8 ppm : CH
(cyclopropyle) ; 14,4 ppm : CH3 ; 8,2 ppm : CH, (cyclopropyle).

RMN “°F (CDCls) : -138,82 ppm : m, F ; -127,33 ppm : m, F.

1-cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-7-(pipérazin-1-yl)-1,4-dihydroquinoléine-3-carboxylate
d’éthyle
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Sous N, le 1-cyclopropyl-6,7-difluoro-4-oxo-1,4-dihydroquinoléine-3-carboxylate
d’éthyle (0,071 g, 0,24 mM) et la pipérazine (0,142 g, 1,65 mM) sont chauffés a reflux dans 4
mL d’acétonitrile pendant 48h. Apres hydrolyse (20 mL d’eau) et extraction (3 x 20 mL de
dichlorométhane), la phase organique est séchée sur Na,SO, puis évaporée sous pression
réduite. Le produit est alors purifié sur colonne de silice avec comme éluant: CH,Cl,MeOH
(99,5:0,5). Les solvants des fractions correspondantes au produit sont évaporés sous pression
réduite. Un solide ocre est obtenu (0,079 g, 0,22 mM).

Rendement : 92% ; Aspect : solide ocre ; Formule brute : C19H2FN303; Masse molaire :
359,16 g/mol ; F = 250-252 °C ; m/z 360 : MH". Analyse élémentaire : (C, H, N) Calculée :
C 63,50 %, H 6,17 %, N 11,69 ; Mesurée : C 63,45 %, H 6,25 %, N 11,61 %.

RMN *H (CDCls) : 8,49 ppm : s, 1H, H2 ; 7,98 ppm : d (J = 13,39 Hz), 1H, H5 ; 7,28 ppm :
d(J =7,15 Hz), 1H, H8 ; 4,37 ppm : m, 2H, CH> ; 3,44 ppm : m, 1H, CH (cyclopropyle) ; 3,22
ppm : m, 4H, 2CH, ; 3,10 ppm: m, 4H, 2CH,; 1,40 ppm:t (J = 7,1 Hz), 3H, CH3 ; 1,32
ppm : qua (J = 7,62 et 6,36 Hz), 2H, CH, (cyclopropyle) ; 1,14 ppm : qua (J = 1,92 et 2,04
Hz), 2H, CH; (cyclopropyle).

RMN 2 C (CDCls) : 173,1 ppm: C", C4; 165,8 ppm: C"V, COO ; 153,4 ppm : d (J = 250
Hz), C6 ; 148,1 ppm : C2 ; 145,0 ppm : d (J = 9Hz), C7 ; 137,9 ppm : C"Y, C9; 122,8 ppm : d
(J=7Hz),C", €10 112,9 ppm : d (J = 22 Hz), C5 ; 110,3 ppm : C", C3; 104,7 ppm : d (J=
3 Hz), C8 ; 60,9 ppm : CH, ; 53,45 ppm, 51,20 ppm et 45,99 ppm : CH,N ; 34,49 ppm : CH
(cyclopropyle) ; 14,45 ppm : CH3 ; 8,13 ppm : CH, (cyclopropyle).

RMN *°F (CDCls) : 123,5 ppm : dd (J= 7.0 Hz et J*=12,9 Hz), F.

lodure de ferrocénylmethylene-N,N,N-triméthylammonium

+/

N_
é \
Fe I

——
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Le (N,N-diméthylamminométhyl)ferrocene (0,635 g, 2,61 mM) est mis en présence d’iodure
de méthyle (1,37 g, 9,64 mM) dans 4 mL d’acétone, sous agitation a température ambiante et
pendant 1h. Un solide marron est obtenu (1,119, 0,003 mol). Le produit est immédiatement

inclus dans la réaction suivante.

Ferrocénylméhylpipérazine

N NH
é /

Fe

e

L’iodure de ferrocénylméthyléne-N,N,N-triméthylammonium est additionné de la
pipérazine (1,40 g, 16,28 mM) en présence de K,COj3 (1,33 g, 9,63 mM) dans 14 mL

d’acétonitrile. Le mélange est porté a reflux durant 24h. Le produit est ensuite purifié sur

colonne chromatographique de silice en prenant comme éluant un mélange
dichlorométhane/méthanol  (100:0 puis avec wun gradient jusqu’a 91:8:1 de
dichlorométhane/méthanol/triéthylamine). Les solvants des fractions correspondantes au
produit sont évaporés sous pression réduite. Un solide jaune est obtenu (0,719 g, 2,53 mM).

Rendement : 97% ; Aspect : solide jaune ; Formule brute : CisHyFeN, . Masse molaire :
284,10 g/mol ; F = 97-98 °C ; m/z 285 : MH".

RMN 'H (CDCls) : 4,12 ppm : s, 2H, Cp; 4,07 ppm : s, 2H Cp + Cp’ ; 3,31 ppm : m, 2H,
CHs-Fc, 2,80 ppm : m, 4H, 2xCH>N ; 2,34 ppm : m, 2H, CH,N.

RMN *C (CDCIs) : 82,23 ppm : Cp, 68,61 ppm : Fc, 58,85 ppm : FCCH,N, 53,57 ppm :
CH;N (pipérazine), 45,64 ppm : CH, (pipérazine).
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7-(-4-ferrocéneméthylpipérazine-1-yl)-1-cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-1,4-
dihydroquinoléine-3-carboxylate d’éthyle

&SN

Fe

Le 1-cyclopropyl-6,7-difluoro-4-oxo-1,4-dihydroquinoléine-3-carboxylate d’éthyle
(0,078 g, 0,27 mM) et la ferrocénylméthylpipérazine (82 mg, 0,29 mM) sont chauffées a
reflux dans 3 mL d’acétonitrile et en présence de triéthylamine (110 uL, 0,79 mM) durant
sept jours. Le produit est ensuite purifié sur colonne de silice, avec comme éluant un mélange
de dichlorométhane/méthanol (100:0 puis suivant un gradient jusque 95:5). Les solvants des
fractions correspondantes au produit sont évaporés sous pression réduite. Un solide jaune
orangé est obtenu (0,072 g, 0,13 mM).

Rendement : 48% ; Aspect : solide jaune-orangé ; Formule brute : C3H3N3OsFFe ; Masse
molaire : 557,18 g/mol ; F = 210-211 °C ; m/z 558 : MH". Analyse élémentaire : (C, H, N)
Calculée : C 64,64 %, H 5,74 %, N 7,54 % ; Mesurée : C 64,66 %, H 5,71 %, N 7,55 %.

RMN *'H (CDCls) : 8,5 ppm : s, 1H, H2; 8,0 ppm : d (J=14,4 Hz), 1H, H5; 7,22 ppm : d
(J=7,56 Hz), 1H, H8; 4,29 ppm : q (J=7,11 Hz), 2H, O-CH,-CH3; 4,15 ppm : m, 9H, Fc;
3,48 ppm : s, 2H, CH,-Fc ; 3,39 ppm : t (J=7,48 Hz et J*=3,74 Hz), 1H, CH(cPr) ; 3,24 ppm :
m, 2H, CH,-N; 2,65 ppm : m, 2H, CH,-N; 1,40 ppm : t (J=7,11 Hz), 3H, CH3; 1,27 ppm :
m, 2H, CHy(cPr) ; 1,10 ppm : m, 2H, CHy(cyclopropyle).

RMN **C (CDCls) : 173,1 ppm: C", C4; 165,66 ppm : COO ; 153,248 ppm : d (J=248,0
Hz), C6; 148,172 ppm : C2; 143,973 ppm : d (10,5 Hz), C7; 137,948 ppm : d (1,2 Hz),
C10; 123,18 ppm : d (7,0 Hz), C9; 113,15 ppm : d (J = 23 Hz) ; 110,3 ppm : C3; 105,0 ppm
: C8; 77,9 ppm : C9; 69,5 ppm : Fc; 60,8 ppm : CHyEt; 57,2 ppm : CH,-Fc ; 51,0 ppm :
CH2N ; 48,5 ppm : CH,N ; 34,5 ppm : CH(cPr) ; 14,4 ppm : CHs; 8,1 : CHy(cPr).

RMN *°F (CDCls) : -123,56 ppm : dd (J=13,37 Hz et J*=7,16 Hz), F.
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2-adamanta-1lyléthanol

f

Sous Ny, une solution d’acide 2-adamant-1-ylacétique (0,500 g, 0,0026 mol) dans 10

mL de THF anhydre est ajoutée goutte a goutte a une suspension de LiAlIH,4 (0,200 g, 0,0053
mol) dans 10 mL de THF anhydre. Le mélange est agité durant 12h a température ambiante.
Aprés ce temps, le mélange est hydrolysé par addition lente d’éthanol, puis de glace. Le
mélange est ensuite acidifié par une solution aqueuse d’acide citrique a 5% (10mL). Le
mélange est ensuite extrait par de 1’éther diéthylique (3x10 mL). La phase organique est
ensuite lavée deux fois par une solution aqueuse de NaHCO3 a 5% (5mL) puis par de I’eau
distillée (10 mL). La phase organique est ensuit sechée sur MgSQO, anhydre. Apres filtration,

les solvants sont évaporés sous pression réduite.

Rendement : 98% ; Aspect : solide blanc ; Formule brute : Ci2H200 ; Masse molaire :
180,15 g/mol ; F = 84-86 °C ; m/z 181 [MH+]

RMN *H (CDCl3) : 3,71 ppm ; t (J=7,23 Hz), 2H, -CH,-CH,-OH ; 1,94 ppm ,m, 3H, 3CHp-
Ad); 1,65 ppm : m, 12H, 3CH,a-Ad and 3CHyy-Ad); 1,38 ppm : t (J = 7,23 Hz), 2H, , -CH-
CH,-OH.

RMN *3C (CDCls) : 59,2 ppm : -CH,-CH,-OH; 47,5 ppm :-CH,-CH2-OH ; 43,1 ppm :
3CH,0-Ad; 37,4 ppm : 3CHay-Ad ; 28,9 ppm : 3CHp-Ad.

Chlorure de 2-adamant-1-yléthyle

eSS

Le 2-adamant-1-yléthanol (0,690 g, 3,8 mmol) est dissous dans 0,15 mL de pyridine et

1 mL de chlorure de thionyle. Le mélange est chauffé a 70°C durant 2h. Le mélange est
ensuite refroidi a température ambiante avant d’étre hydrolysé par de 1’eau distillée (10 mL).
La phase aqueuse est extraite par du dichlorométhane (3x10 mL). La phase organique est
séchée sur MgSO, anhydre. Apreés filtration, les solvants sont évaporés sous pression réduite.
Un solide beige (0,530g, 2,7 mmol) est obtenu (70 %).

261

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Faustine Dubar, Lille 1, 2012
Chapitre IV Partie experimentale

Rendement : 70% ; Aspect : Solide beige ; Formule brute : C1oH19Cl ; Masse molaire :
198,12 g/mol ; F = 230-232 °C ; m/z 199 [MH+].

RMN 'H (CDCIls) : 3,52 ppm : t (J=8,04 Hz) , 2H, CH»-CH»-Cl; 1,93 ppm : s, 2H, -CH,-
CH,-Cl; 1,61 ppm : m, 9H, 3CHpB-Ad et 3CH,a-Ad; 1,49 ppm : m, 3CHy,y-Ad.

RMN **C (CDCl3) : 40,9 ppm : -CHp-CH,-Cl; 42,3 ppm : -CH,-CH,-Cl; 43,6 ppm : 3CH,0-
Ad; 37,5 ppm : 3CH,y-Ad; 29,1 ppm : 3CHB-Ad; 20,8 ppm : C'V-Ad.

1-[2-(adamantan-1-yl)éthyl]pipérazine

Le chlorure de 2-adamant-1-ylacétyle (0,400 g, 2 mmol), la pipérazine ( 1.220 g, 14
mmol) et K,CO;3 (1,180 g, 8,6 mmol) sont dissous dans 10 mL d’acétonitrile. Le mélange est
porté a reflux durant 24h. Aprés ce temps, le mélange est refroidie a température ambiante
puis il est hydrolysé avec de ’eau distillée (20 mL). Le mélange est ensuite extrait par du
dichlorométhane (3x20 mL). La phase organique est séchée sur MgSO, anhydre. Apres
filtration, les solvants sont évaporés sous pression réduite. Un solide beige (0,430 g, 1,7

mmol) est obtenu (87%).

Rendement : 87% ; Aspect : solide beige ; Formule brute : CigHzsN,; Masse molaire :
248,23 g/mol ; F =102-104°C ; m/z 249 [MH+].

RMN *H (CDCls) : 2,83 ppm : t (J=8,81 Hz), 4H, 2CH, (pipérazine) ; 2,37 ppm : m, H, -
CH2-CH2-piperazine; 2,25 ppm : t (J=9,12 Hz), 4H, 2CH; (pipérazine) ; 1,86 ppm : m, 3H,
3CH-Ad; 1,59 ppm : m, 6H, 3CH2-0Ad; 1,42 ppm : m, 6H, 3CH-yAd; 1,20 ppm : m, 2H, -
CH,-CH,-pipérazine.
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RMN *C (CDCIs) : 54,6 ppm : -CH,-CH,-pipérazine ; 52,8 ppm : CH, de la pipérazine ;
46,0 ppm : CH; de la pipérazine ; 42,2 ppm : 3CH,-yAd ; 40,7 ppm : -CH,-CH,-pipérazine ;
37,2 ppm : 3CH,-aAd ; 28,5 ppm : 3CH-Ad ; 21,7 ppm : C'VAd.

7-(4-{2-[(adamantan-1-yl)éthyl]pipérazin-1-yl})-1-cyclopropyl-6- fluoro-4-oxo-1,4-
dihydroquinoléine-3-carboxylate d’éthyle

Le 1-[2-(adamantan-1-yl)éthyl]pipérazine (0,186 g, 0,75 mmol) et le 1-cyclopropyl-
6,7-difluoro-4-oxo-1,4-dihydroquinoléine-3-carboxylate d’éthyle (0,110 g, 0,37 mmol) sont
dissous dans 6 mL d’acétonitrile. Le mélange est porté a reflux durant sept jours. Apres ce
temps, le mélange est refroidie a température ambiante puis il est hydrolysé par de I’eau
distillée (20 mL). Le mélange est ensuite extrait par du dichlorométhane (3x20 mL). La phase
organique est séchée sur du MgSO, anhydre. Apreés filtration, les solvants sont évaporés sous
pression réduite. Le résidu est purifié sur colonne chromatographique de silice, avec comme
¢luant un mélange d’acétate d’éthyle/éther de pétrole (7:3) avec un gradient jusqu’a acétate
d’éthyle/éther de pétrole/méthanol (9:0.5:0.5). Un solide beige (0,117 g, 0,22 mmol) est
obtenu (30 %).

Rendement : 30% ; Aspect : solide beige ; Formule brute : C3;H4,FN3O, ; Masse molaire :
507.33 g/mol ; F = 110-112 °C ; m/z 522 [MH+]. Analyse élémentaire : (C, H, N) Calculée :
C 73,34 %, H 8,34 %, N 8,28 % ; Mesurée : C 73,36 %, H 8,25 %, N 8,35 %.

RMN *H (CDCls) : 8,44 ppm : s, 1H, H2 ; 7,95 ppm : d (J=13,62 Hz), 1H, H5 ; 7,20 ppm : s,
1H, H8 ; 4,31 ppm : q (J=7,08 Hz), 2H, CH3-CH,-0O ; 3,36 ppm : quin (J = 3,27 Hz), 1H, CH
(cyclopropyle) ; 3.22 ppm : t (J=4,05 Hz), 4H, 2CH, (pipérazine) ; 2,60 ppm : t (J=4,29 Hz),
4H, 2CH; de pipérazine) ; 2,37 ppm : t (J=7,83 Hz), 2H, -CH,-CH,-pipérazine ; 1,89 ppm : m,
3H, 3CH-Ad ; 1,64 ppm : m, 6H, 3CH,y-Ad ; 1,46 ppm : m, 6H, 3CH,a-Ad ; 1,33 ppm : t
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(J=7,08 Hz), 3H, CH3-CH»-O ; 1,24 ppm : m, 4H, CH, (cyclopropyle) et -CH,-CH,-
pipérazine ; 1,06 ppm : m, 2H, CH, (cyclopropyle).

RMN *3C (CDCl,) : 173,1 ppm : -C=0; 166,0 ppm : -COO; 153,2 ppm : C6; 148,2 ppm : C2
; 144,6 ppm : C7 ; 138,0 ppm : C10 ; 122,7 ppm : C9 ; 113,3 ppm : C5; 110,4 ppm : C3;
104,7 ppm : C8 ; 60,9 ppm : CH3-CH-O ; 53,2 ppm : 2CH, de pipérazine ; 52,8 ppm : CH,-
CHa-piperazine ; 50,0 ppm : 2CH, de pipérazine ; 42,6 ppm : 3CH,a-Ad ; 41,0 ppm : -CH,-
CHa-piperazine ; 37,1 ppm : 3CHyy-Ad ; 34,5 ppm : CH (cyclopropyle) ; 31,8 ppm : CIV-Ad;
28,6 ppm : 3CH-Ad ; 14,4 ppm : -CH3-CH,-0O ; 8,1 ppm : CH; (cyclopropyle).

RMN *°F (CDCl5) : -123,5 ppm : F.

Benzylpipérazine

@H

Le chlorure de benzyle (1,32 g, 0,01 mol), la pipérazine (2,65 g, 0,03 mol) et le K,CO3

(2,60 g, 0,02 mol) sont dissous dans 40 mL d’acétonitrile. Le mélange est porté¢ a reflux
durant 24h. Aprés ce temps, le mélange est refroidie a température ambiante puis il est
hydrolysé par de I’eau distillée (20 mL). Le mélange est ensuite extrait par de I’acétate
d’éthyle (3 x 20 mL). La phase organique est séchée sur Na,SO,4. Apres filtration, les solvants

sont évaporeés sous pression réduite. Un solide blanc (1,76 g, 0.01 mol) est obtenu (99%).

Rendement : 99% ; Aspect : solide blanc; Formule brute : Ci3Hi6N2 ; Masse molaire :
176,13 g/mol ; F = 253-255 °C ; m/z 177 [MH+]

RMN 'H (CDCls) : 7,18-7,31 ppm : m, 5H, 5CHarom, 3,46 ppm : s, 2H, CHy, 2,84 ppm : t,
4H, J = 4,95 Hz, 2CHj;, pipérazine, 2.37 ppm : m, 4H, 2CH, pipérazine.

RMN 2C (CDCls) : 137,8 ppm : CVaom , 128,8 ppm: 2CHarom, 127,8 ppm : 2CHarom,
126,6 ppm : CHgom, 63, 3 ppm: CH, 54.1 ppm : 2CH, pipérazine, 45.7 ppm : 2CH;

pipérazine.
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7-(4-Benzyl-pipérazin-1-yl)-1-cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-1,4-dihydroquinoléine-

3-carboxylate d’éthyle

Sous Ny, une solution de 1-cyclopropyl-6,7-difluoro-4-oxo-1,4-dihydroquinoléine-3-
carboxylate d’éthyle (0,071 g, 0,24 mmol), la 1-benzylpipérazine (0,142 g, 0,81 mmol) et la
triéthylamine (110uL, 0,75 mmol) sont portés a reflux dans 4mL d’acétonitrile, durant sept
jours. Apres refroidissement a température ambiante, le mélange est hydrolysé par de 1’eau
distillée (20 mL), puis il est extrait par du dichlorométhane (3x20 mL). La phase organique
est séchée sur MgSQ, anhydre. Apres filtration, les solvants sont évaporés sous pression
réduite. Le résidu est ensuite purifié sur colonne chromatographique de silice, avec comme
éluant un mélange dichorométhane/méthanol (avec un gradient allant de 99.5:0.5 & 95:5). Un

solide marron-orangé (0,067 g, 0,15 mmol) est obtenu (64%).

Rendement : 64% ; Aspect : solide marron-orangé ; Formule brute : C,sH3FN3O,; Masse
molaire : 435.23 g/mol ; F = 120-122 °C ; m/z 450 [MH+]. Analyse élémentaire : (C, H, N)
Calculée : C 71,69 %, H 6,89 %, N 9,65 % ; Mesurée : C 71,71 %, 6,90 %, N 9,61 %.

RMN 'H (CDCls) : 8,42 ppm :'s, 1H, H2; 7,88 ppm : d (J = 13,8 Hz), 1H H5; 7,30 ppm : m,
5H, CHarom ; 7,21 ppm : d (J = 8,1 Hz), 1H, H8 : 4,34 ppm : q (J = 7,0 Hz), 2H, CH, ; 3,59
ppm : s, 2H, CH,-benzyle ; 3,41 ppm : t (J = 7,2 et 3,6 Hz), 1H, CH (cyclopropyle) ; 3,26 ppm
: m, 4H, 2xCH; (pipérazine) ; 2,66 ppm : m, 4H, 2xCH, (pipérazine) ; 1,37 ppm :t (J = 7,2
Hz), 3H, CHs3; 1,27 ppm : m, 2H, CH, (cyclopropyle); 1,10 ppm : m, 2H, CH;
(cyclopropyle).

RMN C (CDCls) : 173,0 ppm : d (J = 2,3 Hz), C4 ; 165,8 ppm : COO, 153,8 ppm : d (J =
249 Hz) : C6, 148,0 ppm : C7 ; 1445 ppm : d (J = 11 Hz), C2 ; 137,9 ppm : d (J = 1 Hz), C",
137,8 ppm : C9; 129,2 ppm : 2XCHarom; 128,3 ppm : 2XCHarom ; 127,2 ppm : CHarom ; 122,7
ppm:d (J=7Hz), C10; 1129 ppm:d (J =23 Hz), C5; 110,0 ppm : C3; 104,8 ppm :d (J =
3 Hz), C8; 63 ppm : CH,-benzyle ; 52,8 ppm : CH, ; 50,0 ppm : 2xCH, (pipérazine) ; 48,5
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ppm : 2XCH,, (pipérazine) ; 34,5 ppm : CH (cyclopropyle) ; 14,5 ppm : CH3 ; 8,1 ppm : 2CH,
(cyclopropyle).

RMN *F (CDCls) : -123,5 ppm : dd (J = 13,4 et 7,3 Hz).
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Traceurs

2,3,3-triméthyl-3H-indole

6
8
5 7
79
4 2N
3 1

La 2-méthylbutan-2-one (8 mL, 0,075 mol) et la phénylhydrazine (1,8 mL, 0,018 mol)
sont dissolues dans 3 mL d’acide acétique glaciale. Le mélange est chauffé a 125°C durant 1
nuit. Apres ce temps, le mélange est refroidi a température ambiante puis il est hydrolysé avec
5 mL d’eau distillée. La phase aqueuse est extraite par de I’éther diéthylique (3 x 5 mL). La
phase organique est lavée trois fois par de I’eau distillée, puis elle est séchée sur NaySOa.
Aprés filtration, les solvants sont évaporés sous pression réduite. Une huile marron est
obtenue (m = 2,55 g, 0,016 mol)

Rendement : 90 % ; Aspect : huile marron ; Formule brute : C;;Hi3N ; Masse molaire :
159,10 g/mol ; m/z 160 [MH+].

RMN *H (CDCl3) : 7.53 ppm : d (J = 7.6 Hz), 1H, CHgarom ; 7.26-7.31ppm : m, 2H, 2CHarom ;
7.17-7.21 ppm : m, 1H, CHarom ; 2.27 ppm : s, 3H, CHz ; 1.29 ppm : s, 6H, 2CHs.

RMN *3C (CDCl;) : 170,8 ppm: C", C9; 151,7 ppm: C", C8; 150,8 ppm : C, C2: 129,3
ppm : CH, C4 ; 127,4 ppm : CH, C5; 123,1 ppm : C", C6 ; 120,4 ppm : C", C3 ; 44,7 ppm :
c", C8:25,2 ppm: 2CHs ; 15,8 ppm : CHa.

lodure de N-éthyl-2, 3, 3-triméthyl-3H-indolium

Le 2,3,3-triméthyl-3H-indole (0,5 g, 0.003 mol) et I’iodure d’éthyle (1 mL, 0.012 mol)
sont mis dans 2 mL d’acétonitrile. Le mélange est porté a reflux durant 20h a 80°C. Apres ce

temps, le mélange est refroidie a température ambiante puis il est mis en présence de 20 mL
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d’éther diéthylique. Le précipité formé est filtré sur verre fritté puis il est séché sous vide. Un

solide rouge est obtenu (0,54 g, 0.003 mol).

Rendement : 95 % ; Aspect : solide rouge ; Formule brute : Ci;HisN* ; Masse molaire :
188,14 g/mol ; F = 165-167 °C ; m/z 189 [MH+].

RMN *H (CDCls) : 7,74 ppm : m, 1H, CHaom ; 7,60 ppm : t (3 = 1,7 Hz), 3H, 3CHarom ; 4,76
ppm : qua (J =7,1 Hz), 2H, CH; ; 3,16 ppm : s, 3H, CH3 ; 1,66 ppm : s, 6H, 2CHs.

RMN *3C (CDCl;) : 195,8 ppm: C", C9; 141,7 ppm: C", C8; 140,8 ppm : C", C2; 130,2
ppm : CH, C4 ; 129,6 ppm : CH, C5 ; 123,5 ppm : C", C6 ; 115,4 ppm : C", C3; 54,7 ppm :
c", C8; 45,5 ppm : CH, (Et), 23,1 ppm : 2CHjs ; 16,5 ppm : CHs (Et) ; 13,7 ppm : CHs.

7-diéthylaminocoumarine

5 3
kN789O1O

CH,

Le 4-diéthylaminosalicylaldéhyde (1,93 g, 0,010 mol), le diéthylmalonate (3,20g,
0,020 mol) et la pyridine (ImL, 0,012 mol) sont dissous dans 30 mL d’éthanol absolu. Le
mélange est chauffé a reflux durant 6h. Apres ce temps, le mélange est refroidie a température
ambiante puis 1’éthanol est évaporé sous pression réduite. Le résidu est mis en présence de 20
mL d’acide chlorhydrique concentré (37%) et de 20 mL d’acide acétique glacial. Le mélange
est chauffé a reflux durant 6h. Aprés ce temps, le mélange est refroidi a température ambiante
puis il est hydrolysé par 100 mL d’eau distillée. Une solution aqueuse de soude (40%) est
ajoutée goutte a goutte jusqu’a pH = 5. Le mélange est agité durant 30 min puis le précipité
est filtré sur verre fritté puis lavé a I’eau distillée. Le solide est ensuite séché sous vide puis il
est recristallisé dans 25 mL de toluéne. Un solide orange brillant est obtenu (1,70 g, 0,008

mol)

Rendement : 78 % ; Aspect : solide orange brillant ; Formule brute : C13H;sNO;; Masse
molaire : 217,11 g/mol ; F = 114-116 °C ; m/z 218 [MH+].

RMN *H (CDCls) : 7,54 ppm : d (J = 9,2 Hz), 1H, H3 ; 7,25 ppm : sd, (J = 2,6 Hz), 1H, H5
6,56 ppm : dd (J = 2,5 Hz et I’ = 6,2 Hz), 1H, H6, 6,49 ppm: : sd (J = 2,3 Hz), 1H, H8, 6,03
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ppm: d (J =95 Hz), 1H, H2, 3,41 ppm: qua (J =7,4 Hz et J’ = 5,0 Hz), 4H, 2CH;, 1,21
ppm: t (J =7 Hz), 6H, 2CHs.

RMN *C (CDCIs) : 161,2 ppm : C", C1; 156,3 ppm : CH, C8 ; 148,5 ppm : C", C7 ; 144,2
ppm : CH, C3 ; 130,1 ppm : CH, C5; 1154 ppm: CH, C2: 110,2 ppm: CV, C4: 108,7
ppm : CH, C6; 99,8 ppm : CH, C8 ; 48,3 ppm : 2CH, ; 12,8 ppm : 2CHs.

7-diéthylaminocoumarin-3-al

(@)
543
I LY
1178 0’10
CH;4

Sous N, le trichlorure de phosphoryle (1,4 mL, 0,015 mol) et la DMF anhydre (8,4
mL, 0,108 mol) sont chauffés a 35°C durant 30 min. Aprées ce temps, une solution de 7-
diéthylaminocoumarine (1g, 0,005 mol) dans 7mL de DMF anhydre est ajoutée goutte a
goutte. Le mélanges est porté a 60°C durant une nuit. Apres ce temps, le mélange est refroidi
a température ambiante puis il est hydrolysé par de 1’eau distillée glacée (100 mL). Le pH de
la solution résultante, est ajusté a 7 grace a une solution aqueuse de soude (20%). Le précipité
formé est filtré sur verre fritt¢ puis il est lavé a 1’eau distillée. Le solide est séché sous vide.

Un solide beige est obtenu (0,84 g, 0,003 mol).

Rendement : 69 % ; Aspect : solide beige ; Formule brute : C14H15sNO3; Masse molaire :
245,11 g/mol ; F = 117-118 °C ; m/z 246 [MH+].

RMN 'H (CDCls) : 10,13 ppm: s, 1H, CHO ; 8,26 ppm : s, 1H, H3; 7,42 ppm : d, J = 8,7
Hz, 1H, H5; 6,64 ppm : dd (J = 2,5 Hz et J’ = 6,7 Hz), 1H, H6 ; 6,49 ppm : sd (J = 2,3 Hz),
1H, H8 ; 3,48 ppm : qua (J = 7,2 Hz et I’ = 6,9 Hz), 4H, 2CH, ; 1,26 ppm : t (J = 7,2 Hz), 6H,
2CHs.

RMN C (CDCI5) : 188,0 ppm : CHO ; 160,2 ppm : C1 ; 145,4 ppm : C7 ; 140,1 ppm : C3;
132,6 ppm : C2; 130,3 ppm : C5; 110,5 ppm : C6; 110,2 ppm : C4; 97,2 ppm : C8; 45,3
ppm : 2CH;; 12,5 ppm : 2CHs.
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L’iodure de 2-(2-(7-(diéthylamino)-2-oxo-2H-chromeén-3-yl)vinyl)-1-éthyl-3,3-diméthyl-
3H-indol-1-ium

L’iodure de N-éthyl-2, 3, 3-triméthyl-3H-indolinium (0,126 g, 0,7 mmol) et le 7-
diéthylaminocoumarin-3-al (0,100 g, 0,4 mmol) sont dissous dans 20mL d’éthanol anhydre.
Le mélange est chauffé a reflux durant 48h. Aprés ce temps, le mélange est refroidie a
température ambiante puis les solvants sont évaporés sous pression réduite. Un solide bleu-

vert est obtenu (0,126 g, 0,3 mmol)

Rendement : 76 % ; Aspect: solide bleu-vert ; Formule brute: Cy;H3N,O,"; Masse
molaire : 415,24 g/mol ; F = 236-237 °C ; m/z 416 [MH+].

RMN H (CDCls) : 10,16 ppm : s, 1H, H4 ; 8,59 ppm : d (J = 6,7 Hz), 1H, H16 ; 8,20 ppm :
d(J=9,4Hz), 1H, H17 ; 8,00 ppm : d (J = 15,7 Hz), 1H, H18 ; 7,53 ppm : m, 3H, H8, H6 et
H5; 7,42 ppm : m, 1H, H19; 6,70 ppm : dd (J =2,5Hz et )’ = 6,6 Hz), 1H, H11 ; 6,46 ppm :
d (J =2,2 Hz), 1H, H12; 4,85 ppm : q (J = 7,5 Hz), 2H, CH,-N"; 3,52 ppm : q (J = 6,9 Hz),
4H, 2CH; (Et) ; 1,85 ppm : s, 6H, 2CH3; 1,58 ppm : s, 3H, CH3 (Et) ; 1,29 ppm:t (J =7,2
Hz), 6H, 2CHj3 (Et).

RMN *3C (CDCls) : 180,3 ppm : C13 ; 161,2 ppm : C2 ; 158,9 ppm : C9 ; 154,6 ppm : C15 et
C20; 152,3 ppm : C7; 151,0 ppm : C4; 143,3 ppm : C11; 140,5 ppm : C5; 134,6 ppm :
C17;129,3 ppm : C18; 128,7 ppm : C19; 122,8 ppm : C3; 113,3 ppm : C16 ; 112,5 ppm :
C6;111,0 ppm : C10; 108,5 ppm : C12 ; 96,8 ppm : C8 ; 51,7 ppm : C21; 45,7 ppm : 2CH,
(Et) ; 42,9 ppm : CH,-N"; 27,7 ppm : 2CHs; 14,1 ppm : CH3 (Et) ; 12,6 ppm : 2CHs (EY).
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7-(diethylamino)-3-(2-(1-éthyl-3,3-dimeéthylindolin-2-yl)vinyl)-2H-chromen-2-one

Le borohydrure de sodium (0,028 g, 0,07 mmol) est ajouté par petites fractions a une
solution d’iodure de 2-(2-(7-(diéthylamino)-2-oxo-2H-chromén-3-yl)vinyl)-1-éthyl-3,3-
diméthyl-3H-indol-1-ium (0,100 g, 0,2 mmol) dans 3mL d’éthanol anhydre. Le mélange est
agité durant 30 min puis 1’éthanol est évaporé sous pression réduite. Le résidu est purifié sur
systtme de chromatographie flash (colonne de silice, 4g, 15um) avec comme solvant
d’¢lution un mélange dichlorométhane/éther de pétrole (3:7 en suivant un gradient jusqu’a
5:5). Les fractions correspondantes au produit sont rassemblées puis évaporées sous pression

réduite. Un solide jaune est obtenu (0.026g, 0.06 mmol).

Rendement : 90 % ; Aspect : solide jaune ; Formule brute : C,;H3,N,0,; Masse molaire :
416,25 g/mol ; F = 145-147 °C ; m/z 417 [MH+].

RMN 'H (CDCls) : 7,65 ppm : s, 1H, H4 ; 7,27 ppm : d (J = 8,8 Hz), 1H, H5 ; 7,09 ppm : t (J
=7,3Hz), 1H, H17; 7,00 ppm : d (J = 7,0 Hz), 1H, H18; 6,69 ppm : d (J = 4,2 Hz), 1H, H6 ;
6,65 ppm : s, 1H, H8 ; 6,58 ppm : dd (J = 2,2 Hz et J’ = 6,1 Hz), 1H, H11 ; 6,50 ppm : m, 3H,
H12, H16 et H19; 3,72 ppm:d (J = 9.3 Hz), 1H, H13; 3,42 ppm : qua (J = 7,1 Hz), 4H,
2CH; (Et) ; 3,32 ppm: m, 1H, CH; (Et) ; 3.12 ppm : m, 1H, CH; (Et) ; 1,32 ppm : m, 3H,
CHs; 1,22 ppm : t (J = 7.1 Hz), 6H, 2CH3 (Et) ; 1,10 ppm : m, 3H, CH3; 1,06 ppm : m, 3H,
CHs.

RMN *C (CDCls) : 161,6 ppm : C2 ; 155,8 ppm : C9 ; 150,4 ppm : C15 et C7 ; 137,9 ppm :
C4; 129,4 ppm : C20; 128,82 ppm: C5; 127,76 ppm: C12; 127,46 ppm : C17; 121,81
ppm: C19 et C11; 117,47 ppm : C18; 117,11 ppm : C3; 109,05 ppm : C6 et C16 ; 107,25
ppm : C10; 97,17 ppm : C13 et C8 ; 44,90 ppm : 2CH, (Et) ; 44,54 ppm : C21; 39,82 ppm :
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CH; (Et) ; 25,95 ppm : CHs; 24,31 ppm: CH3; 12,51 ppm: 2CHj; (Et) ; 10,50 ppm : CHs
(EY).

Résonnance paramagnétique électronique (RPE)

Appareillage

Les analyses RPE ont été réalisées a température ambiante a 1’aide d’un spectrométre
Bruker ELEXYS 580-FT, en collaboration avec le Dr Hervé Vezin (Université Lille 1 — UMR
CNRS 8516). Les échantillons sont analysés a 298 K avec les paramétres de réglage suivants :
puissance 8 mW et 1 G d'amplitude. Les solutions d'échantillons ont été analysées dans une
cellule de quartz plate insérée dans une cavité standard. La détection des radicaux hydroxyles
(HO®) par RPE a éte réalisée a I’aide du piégeur de spins 5,5-diméthyl-1-pyrroline-N-oxide
(DMPO) fraichement distillé sous vide, afin d’¢liminer les impuretés paramagnétiques. Les
solutions aqueuses de H,O, ont été préparées juste avant les analyses grace a une solution
meére de H,0, a 30% (Aldrich). Les solutions stocks de FQ,HCI (1 mM), RQ,2HCI (1 mM),
FQ-Me,2HCI (1 mM) et RQ-Me,2HCI (1 mM) ont été préparées dans de I'eau de qualité

réactif ACS (attestation de conformité sanitaire).

Préparation des solutions

20 pL de 5,5-diméthyl-1-pyrroline-N-oxide a 8 M ont été dilués dans 1 mL de
solution de FQ,2HCI & 1 mM (ou RQ,2HCI, FQ-Me,2HCI, RQ-Me,2HCI) puis 50 uL de
solution aqueuse de H,O, ont été ajoutés. Les concentrations de 1 mM et 15 mM de H,0, ont

été obtenues. Les spectres EPR ont été simulés en utilisant le logiciel Winsim 2002.(1)
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Détermination des potentiels de surface électrostatiques moléculaires

La détermination des potentiels de surface électrostatiques moléculaires a été réalisee
en collaboration avec le Dr Jean-Francois Paul (Université Lille 1 - UMR CNRS 8181). Le
programme « Amsterdam Density Functional » (ADF) a été utilisé pour réaliser I’ensemble
des calculs de potentiel de surface électrostatique moléculaire.(2) Les orbitales moléculaires
(OMs) ont été développées en utilisant un set de base TZVP(3). Les géométries ont été
optimisées en utilisant la fonctionnelle RPBE(4). Nous avons considéré uniquement I'état de
spin singulet pour le Fe-(I1) et pour le Ru(ll). Les calculs de E° ont été réalisés en utilisant le
programme ORCA(3). Les énergies des différents états d'oxydation ont été évaluées grace a la
fonctionelle B3LYP(4, 5)avec le set de base TZVP(3). Afin de prendre en compte le solvant
(eau), nous avons utilisé le module Cosmo-rs(6). Les interactions existantes entre les unités de
croissance ont été calculées grace a la mécanique moléculaire. Les énergies
conformationnelles ont été minimisées avec le champs de force COMPASS(7), grace au
logiciel Cerius2 (version 4.5)(8). La plupart des parametres de cette étude ont été déterminés

sur la base de calculs ab-initio, c'est-a-dire grace a des méthodes DFT.
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Etude conformationnelle par RMN

La conformation de la FQ, la FQ-Me, la RQ et la RQ-Me a été étudiée par Résonnance
Magnétique Nucléaire (RMN) a I’état liquide. Les expériences RMN ont été enregistrées dans
du chloroforme deutéré a 300 K et & une fréquence 1H de 400 MHz avec l'aide du Dr. Xavier
Trivelli (Université Lille 1- UMR CNRS 8576). La concentration dans le tube de RMN des
composés est de 10 mM. Les signaux des protons résiduels du solvant deutéré (8(1H) =724
ppm et 8(**C) = 77,2 ppm) et du TMS (référence) ont été utilisés comme références internes
pour les spectres *H et **C. Aprés avoir fait une attribution compléte des signaux RMN *H,
13C et N. Les interactions non covalentes ont été étudiées par deux types d’expériences :
NOESY (= Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY) et HMBC (= Heteronuclear
Multiple Bond Correlation).

L’expérience NOESY est une expérience 2D homonucléaire. Elle permet de visualiser
I’interaction dipolaire entre protons (nuclear overhauser effect, NOE). Un signal NOE est
observé si la distance entre les protons est inférieure a SA. L expérience NOESY corréle tous
les protons qui sont proches I’un de 1’autre. On peut alors observer une corrélation entre des

protons qui sont distants d’un point de vue scalaire mais proches dans I’espace.

L’expérience HMBC une expérience 2D hétéronucléaire. Les signaux observes sur un
spectre HMBC représentent des couplages scalaires a travers 2, 3 ou 4 liaisons. Chaque signal
correspond a la corrélation entre un 1H et un hétéroatome (ici I’azote 15N) séparés par 2, 3 ou

4 liaisons.
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ICP-MS

Les analyses en ICP-MS ont été réalisées par le service des eaux de I’Institut Pasteur

de Lille santé, environnement durables Nord.

Préparation des cultures

Les parasites P. falciparum de la souche CQ-sensible HB3 proviennent d’une culture
maintenue en routine en milieu RPMI 1640 complet (HEPES 25 mM et 300 mg / IL-
glutamine; Invitrogen), enrichi avec 10% de sérum humain décomplémenté (AB +), et 6% de
globules rouges humains (O +) a 37 ° C sous atmosphére contrdlée (O, 5% / 5% de CO, / N,
90%; Air iquide, Paris, France). Les globules rouges et le sérum ont été fournis par le Centre
régional de transfusion Sanguine de Lille, France. Les cultures ont été contrdlées par des
frottis minces colorés au Giemsa (Merck, Darmstadt, Allemagne). La parasitémie a été suivie
sur 1000 globules rouges. Les essais ont été réalisés sur des cultures assynchrones de P.
falciparum avec une parasitémie a 10% (majorité de trophozoites) et un I'hématocrite de 3%.
La RQ (et la RQ-Me) a été ajoutée a une concentration finale de 40 nM. Apres 5, 10 ou 15
min de temps d’incubation, 20 uL d’huile de silicone sont ajoutés dans 2,6 mL de culture
parasitée (traitée ou non) puis ce mélange est centrifugé a 7,7 tour/min durant 1 min. Le
surnageant est placé dans un tube pour analyse (milieu de culture) et le culot est rincé
délicatement avec 2,6 mL de milieu de culture (neuf). Aprés centrifugation, le surnageant est

éliminé.

Préparation des solutions pour les analyses

Les culots sont placés dans une solution AAS (qualité analyse en spectrométrie
d’absorption) concentrée de HNO3 (65%) durant une nuit (500 pL). 100 pL. de peroxyde

d'’hydrogéne sont ensuite ajoutés puis le volume est fixé a 5 ml par addition d'eau.

Les surnageants sont placés dans une solution AAS concentrée de HNO; (65%)
pendant une nuit (1 ml). 200 puL de peroxyde d'hydrogene sont ensuite ajoutés et le volume est
fixé a 5 ml par addition d'eau. Les échantillons ont éte analysés au service des eaux de « I’IPL
Santé, Environnement biens durables” (Institut Pasteur de Lille, France) sur un Thermofisher

scientifique XSeries Il émission avec plasma induit par spectrométre de masse (ICP-MS).
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Calculs

Les données obtenues ont ensuite été traitées. La méthode de calcul employée est

décrite ci-aprés, avec comme exemple la RQ aprés un temps d’incubation de 5 min :

Le culot de la culture parasitée et traitée contient 0,0484 nM de RQ, le surnageant de ce méme
échantillon contient 0,0678 nM de RQ.

Le pourcentage de RQ contenu dans le culot par rapport a I’échantillon total est donc de :

(0,0484 / (0,0484 + 0,0678)) * 100 = 42%

Le pourcentage de RQ contenu dans le surnageant par rapport a 1’échantillon total est donc de

58 %.

De la méme maniére, on détermine que le pourcentage de RQ contenu dans la culture saines

traitées est de 25% dans le culot et de 75% dans le surnageant.

Comme vu précédemment, dans le culot de culture parasitée et traitée contient des GRP, des
GRS, des GRP-Ru et des GRS-Ru. La quantité de ruthénium contenue dans les GRP et les
GRS est négligeable. 1l reste donc des GRP-Ru et des GRS-Ru dans un méme culot. Nous
avons considéré que la RQ entre de maniére identique dans les globules rouges sains de la
culture saine que les globules rouges sains de la culture parasitée. De ce fait, le pourcentage

de globules rouges parasités contenant du Ru est donc de 42 — 25 = 17%.

Le volume total de 1’échantillon est de 2,6 mL soit 2600 pL.

L’hématocrite étant de 3%, le volume de globule rouge présent dans 1’échantillon est de :

2600*0,03 =78 pL.

Le volume de milieu de culture (hors globules rouges) est donc de :

2600 — 78 = 2522 pL.

En tenant compte des résultats obtenus pour la culture saine traitée et si I’on exprime le
pourcentage pour 1 uL. de culture, alors on obtient 0,75 pL. de RQ dans 1261 pL de milieu de
culture. Soit 0,75/2522 = 0,0002974.
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La parasitemie étant de 4%, le volume d’hématies saines par échantillon de 2600 uL est de
78%0.96 = 74,88 uL. On a donc 0,25/74,88 = 0,00334.

La parasitémie étant de 4%, le volume de globules rouges parasités par échantillon de 2600
uL est de 78*%0,04 = 3,12 pL.

On a donc 0,17 uLL de RQ dans 3,12 uL de culot, soit 0,17/3,12 = 0,05449.

Le ratio de la concentration de RQ dans les globules rouges parasités par rapport au milieu de
culture est donc de : 0,05449/0,0002974= 183.

Le ratio de la concentration de RQ dans les globules rouges parasités par rapport aux hématies
saines est donc de : 0,05449/0,00334= 17.

Des calculs identiques ont été réalisées avec la RQ-Me. Les calculs ont été effectués sans

arrondir les valeurs (exemple : le pourcentage de globules rouges parasités est de 17,15%).
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Synchrotron ESRF

Les analyses réalisées par fluorescence des rayons X basé sur la spectroscopie
synchrotron ont été réalisées a I’ESRF (Grenoble, France), en collaboration avec le Dr

Sylvain Bohic.

Nous avons bénéficié d’un financement total pour réaliser ces expériences, suite au dép6t et a
I’acceptation de la proposition : « Antimalarial drug localization in Plasmodium falciparum
infected erythrocytes » n® MD-592.

Préparation des cultures

Les échantillons de cultures utilisés lors de ces expériences proviennent de cultures de
P. falciparum maintenues en routine dans le laboratoire INSERM U1019, UMR CNRS 8024
du Dr Jamal Khalife. Les souches CQ-sensible HB3 et CQ-résistante W2 de P. falciparum ont
été maintenues dans un milieu composé de RPMI 1640 (25 mM HEPES et 300 mg/l de L-
glutamine) enrichi par 10% de sérum humain décomplémenté et 6% de globules rouges
humains (O"), conservé dans un étuve a 37°C sous atmosphére contrélée (O, 5% / CO, 5% /
N, 90%). La parasitémie a été suivie sur 1000 globules rouges. Les essais ont été réalisés sur
des cultures assynchrones de P. falciparum avec une parasitétmie a 10% (majorité de
trophozoites) et un I'nématocrite de 3%. La RQ (la FQ ou la CQ) a été ajoutée a une
concentration finale de 40 nM. Aprés 30 min de temps d’incubation, nous avons

immédiatement procédé au dépot sur les supports en nitrure de silicium.
Dépot et fixation sur les supports

Les supports utilisés lors de ces analyses sont des fenétre a membrane de nitrure de

silicium standard d’épaisseur 500 nm.

Figure : Fenétre a membrane de nitrure de silicium
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Les dépdts ont été réalisés en condition stériles. Dés la fin du temps d’incubation, le
milieu de culture est centrifugé puis le surnageant est éliminé. 2 puL du culot résultant sont
déposés sur la surface du support a 1’aide d’une pipette automatique, en veillant a ne pas
toucher la surface de la fenétre. 2 uL de méthanol sont ensuite déposés a la surface puis
I’excédent de liquide est aspiré avec du coton. La surface est ensuite rincée deux fois avec 2

uL d’eau distillée.

Mise ceuvre des expériences synchrotron

Les expériences de fluorescence des rayons X par rayonnement synchrotron ont été
effectuées sur la ligne ID22NI de I'European Synchrotron Radiation Facility (ESRF;
Grenoble, France). Un systeme de miroirs courbés multicouches et positionnés dans la
géométrie Kirkpatrick-Baez a été utilisé pour focaliser le faisceau de rayons X a une taille de
spot d'environ 80 nm2 sur I'échantillon. Les régions d'intéréts ont été choisies en utilisant un
microscope optique, ce qui a ensuite permis de controler la position du faisceau sur
I'échantillon. Les analyses des échantillons ont été réalisées a température ambiante et a I’air,
le balayage de la zone a été réalisée avec un pas de 100 nm dans le plan focal, le spectre de
fluorescence X a été enregistré avec un détecteur en dispersion d’énergic (Sl
nanotechnologie vortex, 50 mm2 zone sensible) placé dans le plan horizontal du faisceau
synchrotron émis et & un angle de 75 ° par rapport au faisceau incident sur 1’échantillon. Le
temps d'intégration par point de balayage est de 1 seconde. Le temps de normalisation contre
les variations de l'intensité du faisceau synchrotron incident a été obtenu en utilisant un
détecteur diode PIN en silicium, en aval. Cing images de cellules ont été obtenues pour
chacune des conditions décrites, ce qui a permis de générer une image spectrale pixel par
pixel fournissant ainsi les cartes topographiques des éléments étudiés. Le spectre complet de
la fluorescence a été ajusté pour chacun des points en utilisant le logiciel Pymca. La
quantification a été réalisée en utilisant la méthode du paramétre fondamental révisée et
élargie dans le logiciel Pymca. Les matériaux de référence standard SRM1832 (standard a
couche mince) et SRM1577b (foie de bovin) ont été utilisés pour calibrer les paramétres
experimentaux. Le faisceau de photons X incidents d'énergie 29 keV n'est pas absorbé par les
cellules et donc limite la dose déposée dans I'echantillon, toutefois le trés haut flux de photons
obtenu et le temps relativement long d'analyse entraine un endommagement de la cellule a
posteriori. En effet I'image de fluorescence X présente une surface similaire a la cellule

originale, I'analyse sur ces échantillons secs progressant plus vite que les dommages radio-
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induits par le faisceau intense de rayon X. Notons que la cellule peut difficilement étre

analysée une deuxieme fois.
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Etude de modélisation des fluoroquinolones

Alignement de séquences

Les séquences de ’ADN gyrase de P. falciparum et de T. gondii ont été obtenues a
partir de la base de données Tr-EMBL. Le serveur NCBI-Blast de I’EBI (European

Bioinformatics Institute) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/ncbiblast/) a été utilisé pour

rechercher la séquence de topoisomérase la plus proche dans la banque de données de
protéine RCSB. La structure rayon X du complexe ternaire, composé de la ciprofloxacine, de
I’atome de magnésium et de I’ADN gyrase de Staphylococcus aureus (S. aureus) a été utilisée
comme modele du complexe. Le degré d’identité de séquence (31%) entre I’ADN gyrase et la
topoisomérase Il de S. aureus indique que cette structure (code PDB: 2XCT) est un bon
modele et peut étre utilisée. Les alignements de séquences des ADN gyrases A et B de P.
falciparum et T. gondii avec les protéines correspondantes de S. aureus ont éte effectuées a

I'aide du logiciel ClustalW?7, puis affinée manuellement.
Modéle des ADN gyrases de P. falciparum et T. gondii

La reconstruction des protéines a été réalisée sur la séquence entiere grace au logiciel
Modeller (version 9.88). Toutes les molécules présentent dans le fichier pdb 2XCT ; c'est-a-
dire les différents brins d’ADN, les deux ciprofloxacines, les deux ions magnésium et les
chaines protéiques ; ont été modélisées. Les modeéles finaux ont été sélectionnés parmi ceux

ayant obtenus le meilleur score d’énergie.
Préparation des ligands

Selon le pH du milieu, la ciprofloxacine et ses dérivés peuvent existées sous trois
formes chimiques distinctes: la forme cationique, la forme anionique et la forme
zwitterionique. Pour la ciprofloxacine, les valeurs expérimentales des pKa et pKg sont
respectivement de 5,9 et 8,29. Pour le dérivé benzylique, les valeurs prédites des pKa; et pKa,
sont 5,7 et 6,7. Pour le dérivé adamantylique, les valeurs prédites des pKa; et pKszsont 5,7 et
7,6. A pH physiologique, les ligands sont donc majoritairement sous forme zwitterionique.
Ces forme ont donc eté utilisees lors des calculs de docking. La structure 3D et la

minimisation d’énergie ont été réalisées grace au logiciel MOPAC2009.(9)
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Formes zwitterioniques de la Cipro, de la Cipro-Bz et de la Cipro-Ad
Protocole de docking

Grace a I’utilisation du logiciel AutoDock(10) (version 4.2), la ciprofloxacine et ses
dérivés ont été «dockés » dans le QRDR (région correspondante a la résistance aux
quinolones) des ADN gyrases modelisées par homologie. Les angles de torsions flexibles des
ligands ont été attribués avec Autotors. Tous les types d’atome présents dans le ligand, sont
placés sur une grille grace au programme Autogrid. La taille de la grille a été fixée a
30%x30x48 points espacés de 0,375 A. La « boite » de docking ainsi créée est centrée dans le
QRDR. La conformation des ligands a été déterminée grace a un algorithme génétique

Lamarckien.
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Synchrotron Elletra

Les analyses réalisées par fluorescence des rayons X basé sur la spectroscopie
synchrotron ont été réalisées a Elettra (Trieste, Italie), en collaboration avec le Dr Alessandra

Gianoncelli.

Nous avons bénéficié d’un financement total pour réaliser ces expériences, suite au dépot et a
I’acceptation de la proposition : « Fluorine: A new way to locate the antimalarial drugs in

Plasmodium falciparum infected erythrocytes » n°® 20105261.
Préparation des cultures

Les échantillons de cultures utilisés lors de ces expériences proviennent de cultures de
P. falciparum maintenues en routine dans le laboratoire INSERM U1019, UMR CNRS 8024
du Dr Jamal Khalife. Les souches CQ-sensible HB3 et CQ-résistante W2 de P. falciparum ont
été maintenues dans un milieu composé de RPMI 1640 (25 mM HEPES et 300 mg/l de L-
glutamine) enrichi par 10% de sérum humain décomplémenté et 6% de globules rouges
humains (O"), conservé dans un étuve a 37°C sous atmosphére contrélée (O, 5% / CO, 5% /
N, 90%). La parasitémie a été suivie sur 1000 globules rouges. Les essais ont été réalisés sur
des cultures asynchrones de P. falciparum avec une parasitémie a 10% (majorité de
trophozoites) et un I'nématocrite de 3%. La CIPROEt (CIPRO-benzyle, CIPRO-Fc ou
CIPRO-Ad ) a été ajoutée a une concentration finale de 40 nM. Aprés 24h ou 48h de temps
d’incubation, nous avons immédiatement procédé au dépdt sur les supports en nitrure de

silicium.
Dépot et fixation sur les supports

Les supports utilisés lors de ces analyses sont des fenétre & membrane de nitrure de

silicium standard d’épaisseur 200 nm.

Les dépots ont été réalisés en condition stériles. Dés la fin du temps d’incubation, le
milieu de culture est centrifugé puis le surnageant est éliminé. 2 uL du culot résultant sont
déposés sur la surface du support a 1’aide d’une pipette automatique, en veillant a ne pas
toucher la surface de la fenétre. 2 pl. de méthanol sont ensuite déposés a la surface puis
I’excédent de liquide est aspiré avec du coton. La surface est ensuite rincée deux fois avec 2

uL d’eau distillée.

283

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Faustine Dubar, Lille 1, 2012
Chapitre IV Partie experimentale

Mise ceuvre des expériences synchrotron

Les experiences de fluorescence des rayons X par rayonnement synchrotron ont été effectuées
sur la ligne TWINMIC de Elettra (Trieste, Italie).

La ligne TWINMIC consiste essentiellement en trois composants optiques qui
permettent de focaliser le faisceau vers une source secondaire adaptable pour différents modes
d'imagerie et de spectromicroscopie. La ligne de lumiére est composé d’un monochromateur a
angle plan variable du type SX-400 qui permet de travailler a des énergies allant de 400 a
2200 eV avec une résolution de haute énergie (100 nm). La station expérimentale est un
microscope a transmission de rayons X, le microscope TwinMic, qui combine en un seul
instrument deux modes de fonctionnement (I’imagerie plein champ et un mode de

transmission a balayage) avec un passage aisé entre 1’un et I’autre mode.

Les régions d'intéréts ont été préalablement sélectionnées en utilisant un microscope
optique, puis grace au mode de transmission a balayage du microscope TwinMic. Les
analyses des échantillons ont été réalisées a température ambiante et sous vide (1*10°® mbar),
le spectre de la fluorescence d’émission a été enregistré avec un ensemble de huit détecteurs
silicium a dispersion d’énergie avec une largeur a mi-hauteur (FWHM) de 135 eV a 5,9 keV
et une efficacité de 90% par rapport a toute la gamme d’énergie. Le spectre complet de la
fluorescence a été ajusté pour chacun des points en utilisant le logiciel Pymca. La
quantification a été réalisée en utilisant la méthode du parameétre fondamental révisée et
élargie dans le logiciel Pymca. Des variations de température importantes ont été rencontrées
durant les expériences, ce qui a engendré des déplacements importants du faisceau durant les
analyses, de ce fait, le temps d’acquisition pixel par pixel a été ajusté selon la température

extérieure : plus la température est élevée, plus la durée d’acquisition est faible.
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Cytotoxicité

Les cellules 3T6 de souris ont été cultivees dans du DMEM supplémenté avec 10% de sérum
fétal de bovin inactivé (Invitrogen, Merelbeke, Belgique), dans un incubateur a CO, (37°C,
5% de CO,). 200 ul de cellules 3T6 trypsinisées (5x103) ont été ensemencées dans chacun
des puits (& I'exception des puits sur le bord) d'une plaque de 96 puits. Dans des conditions
stériles, 8 dilutions successives de chaque composé ont été réalisées (de 100uM a 0,05uM).
Apres 24 h d'incubation, le milieu de culture a été éliminé et remplacé par 198 ul de milieu de
culture frais et 2 ul de la solution du composé. 200 puL de milieu de culture ont également été
ajoutés aux lignes de cellules contrbles. Les puits témoins-solvants ont regu 200 pL d'un
mélange de solvant (DMSO, Sigma Aldrich) et de milieu de culture. Apres 48 heures
d'incubation, les cellules ont été soigneusement lavées avec du PBS et 100 pl de milieu de
culture frais a été ajouté dans chaque puits. 10 ul de MTT (Kit de test in vitro de toxicologie,
MTT base, Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique) a ensuite été ajouté a tous les puits, et incubés
pendant 3 heures. Le réactif de solubilisation MTT a ensuite été ajouté dans chaque puits afin
de solubiliser les cristaux de formazan. La plaque a €té incubée pendant une nuit a 37°C.
Avec un lecteur de microplaques, la densité optique de chaque puits a été mesurée a 540 nm

pour I'absorbance de fond dont le filtre de référence a été fixé a 690 nm.
Calculs
Les pourcentages d'inhibition de la prolifération cellulaire ont été calculés selon la formule:

% IC = 100 - [DO moyenne corrigée de I'échantillon x 100 / DO moyenne corrigée des

témoins avec solvant]

ou % IC est le pourcentage d'inhibition de la prolifération cellulaire et la DO moyenne
corrigée de I'échantillon / DO solvant = moyenne DOs4-DOggo des échantillons et des
contrbles. Pour chaque composé, le pourcentage d'inhibition de l'activité a été tracé en
fonctionne de la concentration du compose étudié. La concentration a 50% d'inhibition de la
prolifération cellulaire (Clsg) a été calculée en localisant les valeurs d'axe x correspondant a la

moitié des valeurs d'absorbance.
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Stabilité des esters

Les taux dhydrolyse enzymatique des prodrogues esters éthyliques (Cipro-Et, Cipro-Fc,
Cipro-Bz et Cipro-Ad) ont été etudiés dans du milieu de culture RPMI supplémenté avec 10%
de sérum humain. Ces études ont été réalisées dans un bain thermostaté & 37 °C avec un suivie
sur 76 heures. Les réactions ont été initiées par la dissolution d'une solution stock a 1 mM de
prodrogue dans une solution de milieu de culture (RPMI) contenant 10% de DMSO
préalablement chauffée a 37°C. Les solutions finales a 100 uM en prodrogue ont ensuite été
placées dans un bain d'eau thermostaté a 37 ° C durant toute la durée de I’expérience. Les
fractions de 100 pL de solution de prodrogue ont été recueillies a des moments différents (t =
0;05;1;15;2;3;4,;5;6;8,;10,12;14,16,18;20;24;28;32;36;40; 44,48,
52;56;60;64;68;72¢et76h).

Dés le prélévement, 100 puL d’éthanol ont été ajoutés a la fraction de 100 pL de solution de
prodrogue, puis le mélange a été centrifugé durant 1 min a 8000 tours/min. Le surnageant est
directement injecté a travers une boucle d’injection de 50 pL pour l'analyse HPLC. Les
solvants de la phase mobile sont : (A) solution aqueuse a 0,05% d'acide trifluoroacétique
(TFA), (B) une solution contenant 0,05% de TFA, 20% H,O et 80 % de CH3CN. Les
conditions suivantes ont été utilisées : (A) 100% durant 5 min, puis un gradient linéaire de
(A) a (B) de 0-100% pendant 30 min, puis (A) 100% durant 5 min. Les temps de rétention
HPLC (HPLC tR) ont été obtenus a des débits de 1 mL/min.

En présence de sérum humain les temps de rétention obtenus sont :

Composés tR
Cipro 15,47 min
Cipro-Et 17,53 min
Cipro-Fc 24,04 min
Cipro-Bz 17,63 min
Cipro-Ad 26,42 min

Temps de rétention HPLC de la Cipro, de la Cipro-et, de la Cipro-fc, de la Cipro-benz et de la
Cipro-ad.
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Spectrométrie de Masse a source Plasma a Couplage Inductif : ICP-MS

L’ICP-MS a été choisi comme méthode de quantification pour sa sensibilité. En effet,
les limites de détection de ce type d’appareillage est de 1’ordre du ng.L'l. Ceci est surtout
valable pour des éléments peu abondants, tel que le Ruthénium et étant tres peu interféré. En
effet, I’emploi de la CCT (collision cell technology) permet d’éviter la formation de

polyatomiques pouvant avoir le méme rapport m/z que 1’élément recherché.
l. Principe

I.1. Systéme d’introduction de 1’échantillon

Formation du plasma a couplage inductif (ICP)

L’état plasma, également appelé « 4°™ état de la matiére » est un état particulier dans
lequel la matiere correspond a un gaz partiellement ionisé et électriquement neutre du point de

vue macroscopique (équilibre entre particules chargées et électrons libres).

La torche a plasma est composée de trois tubes concentriques en quartz, qui est un
matériaux isolant et réfractaire. Le gaz plasmageéne utilisé est 1’argon, il a 1’avantage de
posséder un potentiel d’ionisation élevé (environ 15,76 eV) ce qui va permettre une ionisation

plus efficace des éléments passant dans le plasma.

Un courant alternatif a haute fréquence (27,12 MHz) parcoure une bobine d’induction
placée autour de la torche. Ce courant va générer un champ magnétique, qui va ensuite induire
un courant dans le flux d’argon plasmagene. Ce gaz plasmagene est introduit dans le tube
intermédiaire ce qui permet d’éviter tout contact avec la bobine. Lorsqu’une décharge est
créée a la sortie de la torche, I’argon plasmagene sera ionisé€ et passera de 1’état gazeux a 1’¢état
de plasma. Afin de refroidir la région proche des bobines et d’éviter la détérioration du
plasma, un flux d’argon tangentiel est injecté via le tube externe. L’échantillon sera amené via

I’injecteur, qui est le tube interne, grace a un gaz vecteur : 1’argon de nébulisation.
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L’échantillon liquide est envoyé, via une pompe, dans un nébuliseur. Un flux tres
rapide d’argon va permettre la création d’un aérosol. Les plus fines gouttelettes seront ensuite
transmises vers la torche a plasma, via la chambre de nébulisation. Lors du passage de
I’aérosol au niveau du flux de plasma, 1’échantillon en solution, va subir plusieurs
modifications jusqu’a I’obtention d’ions. L’échantillon va d’abord étre désolvaté (élimination
du solvant), avant d’étre vaporisé puis d’étre dissocié en atomes. La température trés élevé du

plasma va ensuite exciter et ioniser les atomes (Figl ).
Détection

Les ions sont ensuite amenés vers le détecteur. Le passage dans deux cbnes successifs
en nickel. Le premier cone va permettre d’extraire les ions de plasma grace a un vide poussé
qui va créer un jet supersonique. Le second cone va permettre de diriger le jet supersonique

vers |’optique ionique, afin de focaliser le flux d’ions (Fig 2).

Filtre quadripolaire

Le filtre quadripolaire est un filtre de masse qui va permettre de « trier » les ions selon
leur rapport masse sur charge (m/z). Le quadripdle permet la transmission des seuls ions de
rapport m/z (les conditions d’ionisation, « puissance,tension ..etc doivent permettre d’obtenir

une charge z = 1) désiré, vers le détecteur. Les ions sélectionnés sont alors focalisés sur un
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détecteur de type multiplicateur d’électrons a dynodes discrétes. Le signal enregistré est

ensuite traité par un systéeme informatique.
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Fluorescence X par rayonnement synchrotron

. Généralités

Le rayonnement synchrotron a été observé pour la premiere aux Etats-Unis en 1946 (et
annonceé en 1947), dans un synchrotron de la General Electric(1), lors d’études portant sur des
interactions de particules. Bien que le rayonnement synchrotron soit aujourd’hui considéré
comme un outil de recherche indispensable, notamment en biologie et chimie de surface, il a
tout d’abord été vu comme une nuisance entrainant la perte de vitesse des particules étudiées.

Ce n’est que dans les années 1960, qu’il a été reconnu comme un outil exceptionnel(2).

Aujourd’hui, il existe une cinquantaine d’installations dans le monde, spécialement

dédiées a 1’'usage du rayonnement synchrotron.

Le rayonnement synchrotron est utilisé dans de nombreux domaines d’application tels
que la chimie, la physique, la biologie, la médecine, les sciences de la vie et de la terre, la

metallurgie. ..

I. Principe

D’apres les équations de Maxwell, le déplacement d’une particule chargée sur une
orbite circulaire engendre une accélération centripete. Cette accélération génere I’émission
d’un rayonnement. De ce fait, lors de I’accélération d’un €lectron, une partie de l'énergie
fournie est perdue sous forme de rayonnement électromagnétique. Lorsque les électrons
atteignent des vitesses proches de celle de la lumiére, les pertes dues au rayonnement, appelé
"rayonnement synchrotron”, deviennent alors importantes. Ce phénomeéne sera plus important
dans les accélérateurs cycliques que dans les accélérateurs linéaires. C’est pourquoi les

électrons sont accélérés dans un synchrotron de forme circulaire.
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Production et fonctionnement du synchrotron
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1. LE LINAC
Apres avoir été émis par un canon, les électrons sont accélérés dans un accélérateur linéaire appelé le Linac. Durant cette phase, les électrons

atteignent une vitesse d’environ 200 MeV.

Annexes

2. LE BOOSTER
Les ¢électrons entrent ensuite dans le booster ou ils vont passés de 200 MeV a environ 6 GeV. C’est lors de cette accélération que les

caractéristiques du faisceau (taille, dispersion en énergie...) vont étre établies.

3. ANNEAU DE STOCKAGE
Les ¢€lectrons sont ensuite transférés vers 1’anneau de stockage ou ils tourneront durant plusieurs heures a une vitesse proche de celle de la

lumicre. L’anneau n’est pas parfaitement circulaire, en effet, il est en fait composés de divers €léments droits et courbes. Durant cette étape,
les électrons subissent des accélérations dans les dipoles et les €léments d’insertion, ce qui engendre une perte d’énergie et la production d’un
ravonnement électromagnétiaue annelé le « ravonnement svnchrotron ».

4. LES LIGNES DE LUMIERE
Le rayonnement synchrotron ainsi produit est guidé vers une « sortie » appelée « ligne de lumiere ». Dans chaque ligne, une suite de

différents éléments optiques donne les caractéristiques au faisceau. Chaque ligne étant optimisée selon les expériences a réaliser.

5. LES DIPOLES
Ces ¢éléments également appelés aimants de courbure, générent un champ magnétique qui permet d’orienter les électrons selon une trajectoire
courbe. Durant cette étape, les €électrons perdent de 1’énergie et produise de 1’énergie sous forme de lumicere. Ces éléments servent donc de

ouide aux électrons et de source de lumieére.

6. LES ELEMENTS MAGNETIQUES DE GUIDAGE
Dans chacune des parties de 1’appareil vu précédemment, il existe plusieurs dizaine d’éléments magnétiques qui permettent d’orienter le

faisceau. Parmi ces ¢léments, il y a les aimants de courbure (ou dipdles) qui guide le faisceau et les quadrupdles ou sextupoles qui
concentrent les particules pour conserver les qualités du faisceau.

7. LES ELEMENTS MAGNETIQUES D’INSERTION

Dans les sections droites de 1’anneau de stockage, on retrouve des éléments magnétiques d’insertion (ou onduleurs) qui sont composés d’une
série d’aimants de polarité alterné. Cet élément oblige le faisceau a suivre une trajectoire ondulée. Durant le passage des €lectrons au dessus
de chaque aimant. ils subissent une accélération et donc une nroduction de lumiere. Ces systémes permettent d’obtenir des faisceaux plus
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Les lignes de lumieres
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Fentes : Les deux fentes permettent de délimiter le faisceau de lumiére.

Filtre : Le filtre (en aluminium) permet d’absorber les photons de basse énergie (IR et visible) et ainsi réduire I'intensité du faisceau,
pour protéger les éléments optiques situés derrieres.

Monochromateur : C’est grace a cet élément que va étre sélectionné la longueur d’onde qui permettra d’analyser I’échantillon
d’intérét. C’est la position angulaire des deux cristaux composants le monochromateur, qui va permettre d’effectuer les réglages.
Miroirs : Deux miroirs successifs placés perpendiculairement permettent de focaliser la lumiéere vers I’échantillon. Le forme des

courbures est gérée par ordinateur afin de régler la distance focale.

Echantillon : L’échantillon est placé sur un support qui n’absorbe pas les rayons X (Nitrure de silicium) et qui va réagir en fonction de
I’énergie sélectionnée.

Détecteur : Le détecteur va permettre I’enregistrement de la réponse de I’échantillon. Le détecteur utilisé dépendra du type
d’analyse effectuée.
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1. Fluorescence X

Principe

Lorsqu’un échantillon est soumis a un rayonnement de forte énergie, tel que les rayons
X), les atomes le constituant subissent une ionisation. Ce phénomene entraine la perte d’un ou
plusieurs électrons situés dans les couches internes de cet atome. La lacune électronique ainsi
générée va entrainer ’instabilité de 1’atome et conduire a la transition électronique d’un
¢lectron d’une couche externe vers la case quantique vide. Lors de cette désexcitation, il y
aura émission d’un rayonnement dit de fluorescence X. Les raies spectrales ainsi émises
seront annotées selon la notation de Siegbahn K, L, M... selon le niveau d’excitation de la

couche électronique.

1. lonisation
2. Transition électronique
3. Emission du rayonnement de fluorescence X

Selon la relation de Planck-Einsten, 1’énergie du rayonnement X émis hv, correspond a
la différence d’énergie (AE) de liaison entre les niveaux ¢€lectroniques. Cette énergie est donc

caractéristique de I’atome excité et s’écrit :
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hv=AE = [Ex| - |EY|
ou h est la constante de Planck
v est la fréquence du rayonnement émis
Ex est I’énergie de liaison de 1’¢lectron de la couche excitée

Ey est I’énergie de liaison de I’¢électron de la couche externe.

Des tables regroupent les énergies de toutes les raies de tous les éléments permettant

d’identifier aisément les numéros atomiques Z des €léments qui constituent 1’échantillon.

On parle de fluorescence lorsque le rayonnement réémit est moins énergétique que
I'absorption du rayonnement de départ. De ce fait, il est nécessaire de fournir une énergie au

moins égale a |Ex| pour provoquer I’émission d’une raie d’énergie hv de I’atome concernée.

L’utilisation d’un rayonnement synchrotron focalis€ permet la reconstruction d’images
de distribution des éléments chimiques par spectrométrie d’émission X a [’échelle

microscopique.
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RESUME

FRANCAIS

Les apicomplexes sont des organismes intracellulaires intervenant dans de nombreuses
pathologies humaines. Parmi celles-ci le fléau du paludisme continue de tuer plus de 600000
personnes chaque année. Malgré tous les efforts déployés par les autorités de sante, le parasite
du paludisme a développé de nombreuses résistances a tous les antipaludiques. Les
alternatives aux traitements actuels sont donc tres attendues. Le développement efficace de
nouvelles molécules doit passer par la compréhension compléte des mécanismes d’action des
molécules actuelles et par la connaissance des mécanismes de résistance développés par le
parasite. Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéresses a la compréhension du
mécanisme d’action de la Ferroquine, un candidat médicament en développement par la
Sanofi. Nous avons étudié 1’impact de sa structure originale et de ses propriétés physico-
chimiques sur son activité antipaludique. D’autre part, des études d’imagerie ont permis
d’étudier I’accumulation et la localisation de cette molécule. Dans une seconde partie, nous
nous sommes intéressés au développement d’analogues de la ciprofloxacine. Dans des études
antérieures de pharmacomodulation ont montré que la transformation de la ciprofloxacine en
prodrogue et I’insertion d’un ferrocéne dans sa structure permettent une augmentation de
I’activité. Ces travaux de thése ont permis d’étudier I’influence du ferrocéne sur ’activité de
ces molécules. Des études d’imagerie ont également été mises en oeuvre sur cette famille de
COMPOSES.

ANGLAIS

Apicomplexa parasites are intracellular organisms involved in many human diseases.
Among them the scourge of malaria continues to kill over 600,000 people each year. Despite
all efforts of health authorities, the malaria parasite has developed resistance to all
antimalarial drugs and alternatives to current treatments are eagerly awaited. The
development of effective new drugs must go through a complete understanding of molecular
mechanisms of action of current drug and knowledge of resistance mechanisms developed by
the parasite. In this thesis, we were interested in understanding the mechanism of action of
Ferroquine, a drug candidate in development by Sanofi. We studied the impact of its original
structure and its physico-chemical properties on its antimalarial activity. On the other hand,
imaging studies have investigated the accumulation and localization of this molecule. In the
second part, we were interested in developing analogues of ciprofloxacin. Previous
pharmacomodulation studies showed that the transformation of ciprofloxacin into a prodrug
and the insertion of a ferrocene into its structure allow an increase in activity. This thesis has
investigated the influence of ferrocene on the activity of these molecules. Imaging studies
were also carried out on this family of compounds.
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